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ABSTRAKT 
 
V poslední době je věnována značná pozornost lanthanoidům a jejich komlexům jako 
vynikajícím katalyzátorům štěpení nukleových kyselin. Diplomová práce byla zaměřena na 
štěpení plasmidové a bakteriální DNA ionty Nd3+ a Y3+ a různými nosiči obsahujícími 
sloučeniny lanthanoidů. Vznik jednořetězcových a dvouřetězcových zlomů v molekule  
plasmidové DNA byl sledován pomocí agarózové gelové elektroforézy. Ověření štěpení 
bakteriální DNA bylo provedeno pomocí polymerázové řetězové reakce s pouţitím  primerů 
specifických pro doménu Bacteria a rodově a druhově  specifických primerů.  Výsledky 
budou pouţity při vývoji metody, která umoţní ověření dokonalosti pokrytí nosičů s 
magnetickým perovskitovým jádrem, a dalších nosičů obsahujících sloučeniny lanthanoidů.      
 
ABSTRACT 
Recently much attention is given to lanthanides and their complexes as excellent catalysts for 
cleavage of nucleic acids. The thesis has been focused on the cleavage of plasmid and 
bacterial DNA by ions Nd
3+
 and Y
3+
 and by different carriers containing the lanthanide 
compounds. The creation of single-stranded nicks and double-stranded ones in the plasmid 
DNA molecules was studied by agarose gel electrophoresis. Verification of the cleavage of 
bacterial DNA was made by polymerase chain reaction using primers specific for the domain 
Bacteria and genus and species-specific primers. The results will be used in the development 
of the method that will allow perfect carriers`s coverage verification with the magnetic 
perovskit nucleus and other carriers with the lanthanide compounds. 
 
 
KLÍČOVÁ SLOVA 
DNA  pUC19,  bakteriální DNA, lanthanoidy, štěpení,  gelová elektroforéza, polymerázová 
řetězová reakce 
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reaction 
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1 ÚVOD 
Lanthanoidy díky svým unikátním vlastnostem (paramagnetismus, luminiscence) nacházejí 
uplatnění v medicině (např. kontrastní látky v magnetické rezonanci), analytické chemii 
(magnetické nosiče pro izolaci biologicky aktivních látek) a v molekulární biologii 
(luminiscenční značky). Lanthanoidy rovněţ intereagují s  nukleovými kyselinami. Jsou  
shopny katalytické hydrolýzy nukleových kyselin (DNA, RNA). Jejich  výhodou je 
skutečnost, ţe po hydrolytickém štěpení  fragmenty DNA mohou být opětovně spojeny 
ligázou, coţ má značný význam pro biotechnologické aplikace. Nejrůznější aplikace moderní 
molekulární biotechnologie jsou zaloţeny na izolaci a přenosu genů z jednoho organismu do 
druhého. Fragmenty DNA molekul (geny) bakterií či virů jsou izolovány pomocí přirozeně se 
vyskytujících enzymů – restriktáz. Pro některé medicinské aplikace však neexistují vhodné 
restriktázy, které by nukleové kyseliny štěpily ve zvolené sekvenci. Navrhované systémy jsou 
schopné rozpoznávat delší sekvence neţ přirozeně se  vyskytující restriktázy. Na druhé straně 
uvedené katalytické vlastnosti lanthanoidů mohou způsobovat i neţádoucí interakce s 
nukleovými kyselinami. 
Z tohoto důvodu se v poslední době zvýšil zájem o studium vlastností různých částic 
obsahujících lanthanoidy a jejich interakcí s biologickými systémy při  studiu jejich pouţití v 
systémech in vivo. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Plasmidová DNA 
Bakterie  se  vyznačují  výraznou  diverzitou  ve  sloţení  genomu. Genetická informace  
můţe být uloţena jak na chromozomu,  tak i na mimochromozomálních elementech, 
plasmidech. Plasmidy nesou  geny,  které  nejsou  pro  bakteriální  buňku  esenciální,  ale v 
daném  prostředí  mohou  být  pro  ni  výhodné  (např.  rezistence  k antibiotikům, těţkým  
kovům, toxickým  látkám) [1]. 
Plasmidy se vyskytují v cytoplasmě prokaryotických organismů − bakterií a archebakterií, 
a také u některých eukaryot. Plasmidy tvoří aţ 5 % prokaryotní DNA a vyskytují se v buňce 
často v několika kopiích [2]. Počet kopií určitého plasmidu v bakteriální buňce je nepřímo 
úměrný jeho molekulové hmotnosti. Nejčastěji je to 1 aţ 100, ale můţe se dosáhnout aţ  
několik  set [3].  Plasmidy se podílejí na horizontálním přenosu genů [4]. 
Po chemické stránce se plasmidová DNA stavbou neliší od chromozomální DNA.  
Plasmidová DNA se vyskytuje v několika formách: 
1. nadšroubovicová, kovalentně uzavřená kruţnice (ccc – covalently closed circular). Jedná 
se o DNA, která nemá volné konce ani zlom, 
2. otevřená kruţnice (oc – open circular), která obsahuje zlom v jednom z řetězců, 
3. lineární [5]. 
Přirozenou formou plasmidové DNA je kovalentně uzavřená kruţnice. Další formy 
vznikají štěpením této formy. Forma v jaké se plasmid nachází, hraje zásadní roli v regulaci  
genové exprese. Na experimentech s prokaryotickými buňkami bylo prokázáno, ţe forma 
DNA silně ovlivňuje genovou rekombinaci, transkripci a replikaci. Experimentálně bylo  
zjištěno, ţe kovalentně uzavřená kruţnice je nejvhodnější a nejefektivnější forma pDNA    pro 
přenos genetické informace a regulaci genové exprese. Naopak lineární forma pDNA se  
téměř nevyuţívá z důvodu zvýšeného rizika neţádoucí rekombinace [6]. 
Velikost pDNA se pohybuje od 1 kbp aţ po 1000 kbp. Molekuly  plasmidové DNA  
mohou  být  stejného, ale i různého druhu. Základní typy plasmidů jsou kryptické, epizomální, 
konjugativní a mobilizovatelné [1]. Plazmidy se volně nevznáší v cytoplazmě, ale jsou vázány 
na membránu [7]. 
Plazmidy mají dvě významné vlastnosti, schopnost se samostatně replikovat (autonomní 
replikace) a dále rozdělit se do dceřiných buněk po buněčném dělení [7]. Podle vlastností lze 
plasmidy rozdělit do několika druhů: 
1. R-plasmidy zpusobuje v hostitelských buňkách rezistence na těţké kovy či antibiotika. 
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2. Col plasmidy v buňce podmiňují tvorbu polypeptidových toxinů. 
3. F-plasmidy neobsahují jiné geny kromě replikačních a ferilitních genů. Pro jejich přenos 
je nutný  bezprostřední kontakt mezi samčí a samičí buňkou. 
4. Virulentní plasmidy jsou zodpovědné za patogenitu a virulenci v hostitelské buňce. 
5. Degradační plasmidy nesou geny kódující informace o enzymech, které zabezpečují 
rozklad cizorodých molekul [8]. 
Ve výzkumu jsou plasmidy vyuţívány zejména pro jejich schopnost nezávislé replikace 
(namnoţení poţadovaného úseku DNA) [2]. Enzymy potřebné k replikaci plazmidu jsou  
kódovány geny buď na chromozomu, nebo přímo plasmidem [1]. Lze  je  vyuţít  jako  vektor  
genetické  informace, tedy prostředek pro přenos genetické informace do hostitelské buňky 
[5]. Hostitelská buňka je vybavena veškerým aparátem pro replikaci DNA, ale genetická  
informace počátku  replikace (ori) je poskytnuta plasmidem. Některé plasmidy se však do  
chromozomální DNA včleňují a replikují se společně s ní. Ty se nazývají konjugativní 
plasmidy [7]. Nejčastěji jsou to vektory rekombinantní DNA. Umělé  připravené plazmidy  
jsou široce pouţívány jako vektory při  molekulárním klonování [9].  Klasickými klonovacími 
vektory jsou uměle konstruované plazmidy pUC18, pUC19 a pBR322. Velmi častým 
hostitelem plasmidových vektorů jsou buňky Escherichia coli [10]. 
Cílový organismus se plasmidem transformuje či transfekuje, čímţ se daná sekvence 
rekombinatní DNA přenese do jádra hostitelské buňky, kde můţe dojít k expresi genů 
plasmidu či jejich začlenění do genomu hostitele. Přirozeně se vyskytující  plasmidy 
pocházející z prokaryotických organismů jsou upravovány tak, aby kromě vlastního 
vloţeného genu obsahovaly i další regulační elementy rekombinantní DNA, které mohou 
například spouštět či zvyšovat expresi daného genu [2]. 
2.2 Escherichia coli 
E. coli patří k nejlépe prostudovaným mikroorganismům, jelikoţ je modelovým 
organismem pro genové a klinické studie [11]. Escherichia coli byla objevena roku 1885 
německo-rakouským pediatrem a bakteriologem Theodorem Escherichem [12]. Joshua 
Lederberg jako první roce 1947 pozoroval a popsal u bakterií E. coli výměnu genetického 
materiálu tzv. konjugací [11]. 
E. coli  je  gramnegativní,  fakultativně  anaerobní tyčinkovitá bakterie, která netvoří spory 
a k jíjímu pohybu slouţí bičík.  Bakterie dosahuje délky 2–3 μm a šířky 0,6 μm. U člověka a 
teplokrevných ţivočichů se přirozeně vyskytuje ve střevní mikroflóře. Patří do čeledi 
Enterobacteriaceae [13, 14, 15]. 
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E. coli obsahuje cirkulární chromozom o velikosti cca 3×106 párů bází. Pro  účely  tvorby  
rekombinantní  DNA byly připraveny mutantní kmeny E. coli, které mají nefunkční geny   
pro restrikční endonukleázy. Takové kmeny nehydrolyzují rekombinantní  DNA, která je 
v nich naopak vysoce stabilní. Kromě toho mají také inaktivovaný gen recA, který   
zabezpečuje homologní rekombinaci, díky tomu nedochází k porušení integrity klonované 
DNA. Při výběru vhodného kmene je rozhodující účel, ke  kterému má být hostitel určen - má 
být pouţit k pomnoţení  DNA nebo k expresi klonovaného genu. V současné době je na trhu  
široké spektrum kmenů s různými vlastnostmi. V této práci jako modelový systém byl pro 
hydrolýzu DNA pomocí sloučenin lanthanoidů pouţit kmen E.coli JM 109 obsahujicí plazmid 
pUC19 [2]. 
2.3 Plasmidové vektory 
Ideální plasmidový vektor by měl být snadno a účinně přenositelný do hostitelských buněk 
a   jeho velikost by měla být spíše menší, v rozmezí 2−15 kb, protoţe účinnost přenosu 
plasmidové DNA do buněk je nepřímo úměrná její velikosti. Malé plasmidy se lépe izolují a v 
buňkách  dosahují velkého počtu kopií. Plasmidové vektory by měly mít schopnost stabilně 
udrţet cizorodou DNA při replikaci a uchovávat klony. Dále by součástí plasmidové DNA 
měly být geny, pomocí jejichţ fenotypového projevu lze buňky nesoucí plasmid snadno 
selektovat. Tyto geny se označují jako selekční markery a často to jsou geny zajišťující 
rezistenci k antibiotikům  (ampicilin, kanamycin, chloramfenikol, gentamycin apod.). 
Součástí vektoru musí být vhodná  klonovací místa. To jsou jedinečná restrikční místa pro 
restrikční endonukleasy, do nichţ se začleňuje DNA inzert. U současných vektorů se většinou 
vyskytuje seskupení většího počtu  restrikčních míst na krátké, uměle vytvořené a do vektoru 
začleněné nukleotidové sekvenci, která se nazývá mnohočetné klonovací místo (polylinker), 
do kterého lze vloţit cizorodou DNA připravenou různými restrikčními enzymy [1, 15]. 
Plasmidové vektory lze do hostitelských buněk (často E. coli) přenášet např. chemickou 
transformací, kdy na bakteriální buňky prvně působí chloridem vápenatým a   tepelným  
šokem (42 °C, 30–90 s). Kromě chemické transformace lze pouţít elektroporaci. Při této 
metodě se buňky v roztoku obsahujícím rekombinantní DNA vystaví krátkému elektrickému 
impulzu o vysokém napětí. Tím se vytvoří v buněčné stěně póry, kterými pak exogenní DNA 
vstupuje do buněk [1]. 
2.4 Plasmid pUC19 
Plasmid pUC19 (Obr. 1) patří mezi mnohokopiové plasmidy. Velikost DNA pUC19 je 
2686 bp, číslo vinutí (Lk = 258). Superhelikální hustotu (σ = −0,05) je srovnatelná s hodnotou 
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nadšroubovice DNA vyskytující se u řady eukaryotických chromozomů in vivo. Replikuje se 
nezávisle na chromozomální DNA a mnohočetné klonovací místo je uloţeno uvnitř  regionu  
lacZ  genu. Jako selekční marker nese plazmid pUC19 gen pro rezistenci k ampicilinu [16]. 
V buňkách E. coli se můţe plasmid pUC19 vyskytovat aţ v 700 kopiích, pokud při 
kultivaci buněk je pouţito přidání chloramfenikolu k exponenciálně rostoucí kultuře a tím se 
navodí stav replikace plazmidu nezávisle na replikaci chromozomu [16]. 
 
 
 
Obrázek 1 Genetická mapa plasmidu pUC19 
 
2.5 Štěpení nukleových kyselin 
2.5.1 Restrikční endonukleázy 
Nekatalyzované štěpení fosfoesterové vazby P–O probíhá velmi pomalu. Vazba P–O je za 
fyziologických podmínek prakticky inertní. Vlastní degradace DNA pak můţe zahrnovat 
štěpení vazby C–O, otvírání nukleových bází či radikálový atak. RNA má oproti DNA 
mnohem niţší stabilitu způsobenou snazším štěpením vazby P–O [17]. 
Restrikční endonukleázy (restriktázy) jsou velká skupina původně bakteriálních enzymů, 
které štěpí esterové vazby v řetězcich dsDNA. Bakteriím pravděpodobně slouţí jako ochrana 
před narušením jejich genomu cizí (např. virovou) DNA [18]. Kaţdý bakteriální  druh chrání 
vlastní DNA v restrikčním místě methylací  několika  bází. DNA, která nemá  tyto  methylové  
skupiny je štěpena a destruována. Existují stovky restrikčních enzymů, které jsou vytvářeny 
různými bakteriemi a štěpí DNA v různých sekvencích. Většina jsou dimerní enzymy, které 
obalují DNA a jejich první podjednotka štěpí jeden řetězec a druhá štěpí  komplementární  
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řetězec [19]. Restriktázy se klasifikují podle sloţení molekuly a specifity štěpení DNA na 4 
typy: 
typ I − endonukleázy prvního typu mají podjednotkovou strukturu (molekula obsahuje tři 
různé podjednotky), jsou schopné methylace DNA a štěpí pouze nemethylovaný řetězec. Štěpí 
náhodně nemodifikovanou DNA daleko od asymetrických rozpoznavacích míst. I kdyţ na 
molekule DNA rozlišují specifické sekvence, místo štěpení není přesně určeno [20, 21], 
typ II − rozpoznávají specifické sekvence s rotační symetrií (tzv. palindromové sekvence) a 
štěpí v tom místě, kde se tyto sekvence vyskytují. Ke štěpení dochází v restrikčním místě, 
které se nachází uvnitř rozpoznavacího místa nebo těsně vedle něho. Této restriktázy 
rozpoznavají sekvenci o délce 4, 6 a 8 nukleotidů na 2-řetězcových molekulách DNA. Díky 
specificitě štěpení má tento typ největší uplatnění v genovém inţenýrství, technikách 
rekombinantní DNA. Molekula je sloţená ze dvou totoţných podjednotek. V závislosti na 
způsobu štěpení vznikají restikční gragmenty DNA určité délky, které mohou být zakončeny: 
zarovnanými (tupými) konci, 
5`-jednořetězcovými posunutými konci, 
3`-jednořetězcovými posunutými konci [20, 21], 
typ III − endonukleázy zařazované do této skupiny jsou sloţeny ze dvou podjednotek. 
Nemethylovanou DNA štěpí ve vzdálenosti 25–27 dp od 3`-konce asymetrického 
rozpoznávacího místa [20, 21], 
typ IV − štěpí methylovanou DNA [20, 21]. 
Restrikční endonukleázy typu I a III nenalezly v genetickém inţenýrství takové uplatnění 
jako restrikční endonukleázy typu II [20]. Restriktázy mají velký význam, především v 
genovém inţenýrství, výzkumu a soudním lékařství (identifikace osob) [22]. 
2.5.2 Syntetické látky štěpící nukleové kyseliny 
Pro některé aplikace však neexistují vhodné restriktázy, které by nukleové kyseliny štěpily 
ve zvolené sekvenci. Vývoj syntetických látek, které štěpí (hydrolyzují) nukleové kyseliny 
(DNA, RNA) je nezbytný pro řadu aplikací v molekulární biologii, lékařství a souvisejících 
oborech [23]. Efektivní  a  selektivní  štěpení  DNA  pomocí  uměle  vytvořených  systémů  je  
v centru pozornosti vědců. Pokud by byly schopné rozpoznávat delší sekvence neţ  
rozpoznávají fyziologické enzymy, mohly by být téţ pouţity při sekvencování. V klinické  
praxi  by  mohly  být  tyto  systémy  vyuţity  k  blokování  genově specifické  transkripce po 
aplikaci antibiotik nebo chemoterapeutik.  Potencionálně  by  mohly dokonce umoţnit 
rozpoznávání onkogenních mutací [24]. 
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Ke štěpení nukleových kyselin pomocí syntetických látek jsou vyuţívány tři mechanismy: 
1. tvorba volných radikálů, 
2. eliminace, 
3. hydrolýza fosfodiesterových vazeb [25]. 
ad. 1. Činidla tvořící voné radikály mohou  napadat  ribózu  (deoxyribózu)  nebo  báze  a  
odštěpit z ní vodíkový iont. Výsledkem je oxidace uvedených  látek a vnik zlomu (přerušení) 
v řetězci nukleové kyseliny. 
Specifita štěpení volnými  radikály je nízká. Mohou snadno difundovat podél  molekuly 
nukleové kyseliny a štěpit  substrát na více místech. Koncové struktury fragmentů jsou jiné 
neţ vytvořené přirozeně se vyskytujícími nukleázami, a proto nemohou být opětovně spojeny 
ligázou. Další problém je v tom, ţe volné  radikály jsou škodlivé  pro biologické  systémy. 
Z tohoto důvodu nejsou vhodné pro aplikace in vivo. Pro činidla tvořící volné radikály jsou 
nutné oxidačně-redukční  kofaktory [25]. 
Nejvíc pouţívané systémy pro štěpení nukleových kyselin pomocí  volných  radikálů jsou: 
komplex EDTA s Fe 2+ v přítomnosti H2O2 
tetraedrový komplex 1,10-fenantrolinu s Cu+ 
oktaedrické komplexy 1,10-fenantrolinu s Zn2+, Co2+, Fe2+, Ru2+ 
ionty Cu2+ 
porfyrin a metalloporfyriny 
fotochemicky aktivní látky 
komplexy rhodia (Rh+) 
komplexy antibiotik s Co2+, Fe2+,Cu+ [25, 26, 27]. 
ad. 2. Příklad činidla štěpicího nukleové kyseliny eliminačním mechanismem je tripeptid 
lysyn-tryptofan-lysin, který rozpoznává DNA v nebázických místech [25, 28]. 
ad. 3.  K činidlům štěpícím nukleové kyseliny hydrolýzou fosfodiesterové vazby patří: 
napodobeniny (mimikry) nukleáz: jako jejich aktivní skupiny bývají vybírány katalytické 
skupiny v aktivních místech enzymu nebo některé další skupiny s obdobným katalytickým 
účinkem. Tyto aktivní skupiny jsou napojeny na matrice sloučenin jako je cyklodextrin nebo 
crown ether [25, 29]. Diaminy a oligoaminy: v neutrálních roztocích mohou katalyzovat 
transesterifikaci RNA a tak ji štěpit [25, 30]. Ionty  kovů  a  jejich  komplexy: ionty  
některých přechodných  prvků: Co3+, Zn2+, Cu2+, Mg2, Pb2+, Mn2+, ionty lanthanoidů a jejich 
komplexy [25, 31]. Vzhledem k tomu, ţe štěpení fosfoesterů nejčastěji probíhá asociativním, 
resp. spřaţeným mechanismem, při kterém dochází ke zvýšení nábojové hustoty na 
fosforylové skupině, je logické, ţe reakce bude urychlována elektrostatickou katalýzou. Není 
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tedy divu, ţe kovové kationty, stejně tak i kladně nabité postranní řetězce aminokyselin, mají 
pozitivní vliv na rychlost hydrolýzy. Stejnou roli hrají i ionty kovů v aktivních místech 
nukleáz. Kationty kovů se chovají jako Lewisovy kyseliny a aktivují tak fosfáty pro 
nukleofilní atak, zároveň jsou schopny stabilizovat vznikající tranzitní stav. Kromě toho 
mohou kovové kationty aktivovat i vlastní nukleofil (voda vázaná na kovovém centru má 
kyselejší charakter) nebo aktivovat odstupující skupinu. Hydroxidový ion či voda vázané k 
atomu kovu mohou nepřímo fungovat jako báze/kyselina v obecné bazické/kyselé katalýze 
[17]. Z tohoto pohledu jsou lanthanoidové ionty s vysokým koordinačním číslem, rychlou 
výměnou ligandů a ţádným redoxním potenciálem ideální k napodobení reaktivity 
biologických iontových kofaktorů [24]. 
Hydrolytické štěpení má oproti štěpení pomocí volných radikálů výhody: fragmenty 
mohou být po štěpení opětovně spojeny ligázou, nedochází ke tvorbě radikálů a poškození 
biologické systémy (jsou bezpečné při pouţití in vivo), mají větší specifitu štěpení [24]. 
2.5.2.1 Lanthanoidy 
Lanthanoidy jsou skupinou patnácti chemických prvků počínajících lanthanem, které 
doplňují  jeho elektronovou  konfiguraci  do  orbitalu  4f, prvků s protonovým číslem 57 aţ 
71. Jsou to přechodné kovy 6 periody periodické tabulky. Spolu se skandiem a yttriem tvoří 
skupinu prvků vzácných zemin [31]. 
Všechny lantahanoidy se svými chemickými i fyzikálními vlastnostmi podobají lanthanu. 
Podobnost sloučenin lanthanoidů je způsobena shodnými oxidačními stupni, téměř stejnými 
hodnotami elektronegativit a blízkými kovovými a iontovými poloměry těchto prvků 
[32].Trojmocné sloučeniny lanthanoidů se svými vlastnostmi nejčastěji podobají sloučeninám 
hliníku. Ve sloučeninách lanthanoidy vystupují v oxidačním čísle 3+, některé také 2+ a 4+ (cér 
tvoří velmi stabilní sloučeniny i v mocenství Ce4+  a europium, jehoţ sloučeniny v mocenství 
Eu+2 jsou zcela stálé) [31]. 
Většina lanthanoidů tvoří podvojné nebo komplexní sloučeniny. Trivalentní lanthanoidové 
komplexy mají velmi vysokou hustotu náboje podobnou Mg2+, ale velikostí jsou srovnatelné s 
Ca2+. Vzhledem ke své podobnosti s ionty Ca2+ mohou být lanthanoidy toxické pro biologické 
systémy. Jejich toxické účinky jsou srovnátelné s hliníkem a jeho sloučeninami [33]. 
2.5.2.2 Hydrolytické komplexy lanthanoidových iontů 
Syntetické modely metaloenzymů vycházejí ze struktury metaloenzymů přírodních. To 
bývají většinou zinečnaté, vápenaté či hořečnaté komplexy. Vlastní kationty jsou vázány 
pomocí postranních řetězců aminokyselin - nejčastěji se uplatňuje histidin, aspartát/glutamát 
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či cystein. Ionty kovů hrají roli při vazbě substrátu, stabilizují jej v aktivním místě enzymu i 
pomocí slabých interakcí, např. vodíkových můstků. Syntetické modely metaloenzymů pak 
vyuţívají kromě výše zmíněných prvků i další kovové kationty, především kationty měďnaté 
[17]. 
Schopnost lanthanoidových iontů katalyzovat hydrolýzu DNA  je  pozoruhodná, zvláště v 
porovnání s biologicky významnějšími přechodnými kovy nebo kovy alkalických zemin jako 
jsou Ca2+, Mg2+, Zn2+. Tato schopnost vyplývá ze spojení vyššího oxidačního stavu a velikosti 
hustoty náboje, koordinačního čísla a rychlosti ligandové výměny [24]. 
2.6 Izolace a purifikace plasmidové DNA 
Izolace DNA z hostitelských organismů je jednou ze základních metod molekulární 
biologie slouţících pro její analýzu, tvorbu rekombinantní DNA nebo pro vyuţití při studiu 
transkripce či translace. Proces izolace DNA je prováděn na základě fyzikálně-chemických  
interakcí mezi nukleovou kyselinou a prostředím, ve kterém se nachází [34]. 
Proces izolace lze rozdělit do tří základních kroků [35]: 
 rozrušení buněk a separaci supernatantu od rozrušených buněčných stěn, 
 vlasní izolace DNA, 
 zakoncentrování a čištění pDNA (odstranění  RNA, chromozomální DNA, proteinů, 
solí). Musí se zabránit degradaci produktu a zajistit maximální výslednou koncentraci aktivní 
formy plasmidu [9]. 
2.6.1 Fenolová extrakce 
Izolace plazmidové DNA se provádí metodou alkalické lýze pomocí  NaOH  v  přítomnosti  
detergentu (SDS) kdy dojde k narušení buněčné stěny. Tato metoda je zaloţena na 
skutečnosti, ţe chromozomální DNA v alkalickém prostředí se sráţí. Molekuly plazmidové  
DNA, které jsou menší, si zachovají kruţnicovitou formu a zůstanou v roztoku. Po 
neutralizaci octanem sodným se rozvolněná plasmidová DNA renaturuje a vrací do původní 
dvouvláknové formy. Sraţeninu lze odstranit z roztoku centrifugací [10, 36]. Vliv delšího  
vystavení  buněk denaturačním  podmínkám  můţe  způsobit,  ţe  se  uzavřená  cirkulární  
DNA dostane do nevratného denaturačního stadia. Proto je nutné, aby alkalická lýze proběhla 
pouze po dobu nezbytně nutnou pro rozrušení buněčné membrány [37]. 
Fenol-chloroformová extrakce je tradiční metoda izolace DNA. Nejprve je buněčný lyzát 
promíchán s fenolem. Proteiny jsou hydrofobní a zůstávají v organické  fázi, zatímco NK  
jsou  nabité (hydrofilní) a přecházejí do horní vodné fáze. Centrifugací se oddělí spodní 
18 
 
organická fáze tvořená fenolem. Denaturované  proteiny a  zbytky  buněk  tvoří  mezivrstvu  
mezi  fázemi. K odebrané vodní fázi s DNA se dále přídá směs chloroform-isoamylalkohol 
(24:1), která  denaturuje ostatní proteiny, rozpouští tuky a napomáhá oddělení jednotlivých 
fází. Centrifugací se oddělí spodní organická fáze, tvořená chloroformem, od horní - vodní 
fáze s DNA. Po odebrání vodní faze DNA je následně vysráţena etanolem nebo 
isopropanolem za sníţené teploty (-20 ºC, 15-60 min). Precipitát je shromáţděn centrifugací a 
získaný sediment je moţné rozpustit v TE pufru [10, 35]. Docílí se tak převedení pDNA do  
malého objemu a současného odstranění řady  příměsí [38]. 
Izolovaná plasmidová DNA je kontaminována RNA, proteiny, solemi nebo různými  
fragmenty degradované DNA. K purifikaci plasmidové DNA se pouţívají různé postupy, 
které se liší jak výslednou čistotou, tak samotným výtěţkem [10]. V této práci byly  pouţíty 
chlorid lithný (sraţejicí činidlo) a enzym RNasa A [10]. Chloridem  lithným se sráţí  RNA  
jiţ v malých koncentracích. Hlavním krokem při sráţení RNA je vyběr účinné koncentrace 
LiCl, vhodná doba sráţení  a centrifugace. Plasmidová DNA po vyssráţení RNA LiCl uţ 
nevyţaduje další přečištení pro pouţití v genových  technologiích.  Další  výhodou  je  
skutečnost,  ţe  sráţením  chloridem lithným umoţňuje přesnější kvantifikaci pDNA pomocí 
UV spektrofotometrie. Přítomnost RNA nadhodnocuje koncentraci DNA [39]. 
2.6.2 Magnetické  nosiče 
Magnetické nosiče (sorbenty) se vyuţívají jako nosiče katalyzatorů nebo pro izolaci 
biologicky aktivních látek, buněk, kontaminant ţivotního prostředí nebo jiných sloţek  
studovaného systému [40-45]. V současné době se magnetické separace vyuţívají v 
mikrobiologii, buněčné biologii, molekulární biologii, lékařství, biochemii, biotechnologiích a 
ekologii [46]. Magnetické   částice   vykazují   magnetické   vlastnosti   pouze   v   přítomnosti   
vnějšího magnetického pole, jsou tedy ve skutečnosti paramagnetické. Nevykazují reziduální 
magnetismus, a pokud nejsou v bezprostřední blízkosti magnetického pole vytvářejí 
homogenní suspenzi a neshlukují se [47, 48]. 
Principem separace s vyuţitím magnetických nosičů je interakce cílové sloučeniny nebo 
buňky s povrchem magnetické částice a odstranění vytvořeného komplexu ze systému pomocí 
vnějšího magnetického pole [40-45]. 
Jako magnetické částice lze pouţít: 
 funkcionalizované magnetické nanočástice, 
 mikročástice, 
 magnetické   kapaliny. 
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Jejich chování je určeno velikostí částic a typem povlaku. Magnetické mikročástice jsou 
tvořeny kombinací anorganické či organické polymerní matrice a anorganického jádra, které 
zajišťuje magnetické vlastnosti  (Obr. 2).  Anorganická nebo polymerní  vrstva chrání vnitřní 
magnetické  jádro před přímým kontaktem s analytem a umoţňuje případnou funkcionalizaci 
povrchu částic.  Polymerní vrstva můţe být tvoţena přírodním − celulosa, chitosan, kyselina  
alginová nebo syntetickým polymerem - polysteren (PS), nylon, polyethylenglykol (PEG), 
polyHEMA [49, 50]. 
Kromě magnetických mikročástic lze pro některé aplikace vyuţít i magnetické  
nanočástice a  magnetické kapaliny (ferrofluids, magnetic fluids), tj. suspenze velmi  jemných  
magnetických částic (o průměru 2−20  nm) ve vhodné nemagnetické nosné kapalině [51, 52]. 
 
 
Obrázek 2 Příklad stavby magnetické částice pro biotechnologické aplikace 
 
Magnetické jádro, které je základem  magnetických  nosičů,  je tvořeno  magnetickými  
nanočásticemi o průměru menším neţ 30 nm. [53].  Nejčastěji tvoří magnetické jádro oxidy 
ţeleza - magnetit (oxid ţeleznato-ţelezitý, Fe3O4) a maghemit (gama-oxid ţelezitý,  γ-Fe2O3). 
Dále jsou pouţívány oxid chromičitý CrO2, ferity a perovskity [53, 54, 55]. 
K izolaci DNA v  kvalitě  vhodné  pro  PCR [56] z různých typů buněk se pouţivají různé 
magnetické částice. DNA lze izolovat  přímo  z lyzátů  buněk  bez  pouţití  fenolové  
extrakce. Klíčový význam pouţití magnetických částic spočívá ve snadné manipulaci, 
automatizaci a miniaturizaci procesu izolace DNA. Obecně je pouţití selektivní magnetické 
separace výhodné při práci v heterogenních, suspenzních systémech. Další výhodou je 
skutečnost, ţe se nepracuje s toxickými organickými rozpouštědly [49]. 
Pro separaci celkové DNA se osvědčily hydrofilní neporézní nosiče o průměru asi 1 µm − 
magnetické mikročástice P(HEMA-co-GMA) (Obr. 3) a částice peroskvitu (Obr. 4) [57, 58]. 
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Obrázek 3 Elektronová mikroskopie magnetických nosičů P(HEMA-co-GMA) 
 
 
Obrázek 4 Elektronový snímek nanonosičů manganatého peroskvitu La0,75Sr0,25MnO3  
 
Přítomnost magnetických částic v separačním systému můţe sníţit citlivost PCR nebo vést 
k falešně negativním výsledkům. To můţe být způsobeno vymýváním iontů kovů, 
stabilizátorů nebo zbytků činidel pouţitých během přípravy částic do roztoku s DNA [59]. 
Chemikálié pouţité při stabilizaci magnetických nanočástic lze odstranit dokonalým 
promytím částic − v PCR mohou interferovat nedokonalé pokrytá magnetická jádra, 
sestávající se z oxidů ţeleza. Při izolaci DNA se negativní vliv nedokonale pokrytého 
magnetického jádra neprojevuje, protoţe částice po eluci DNA jsou odseparovány  
magnetem. Při imunomagnetické separaci buněk lze magnetické částice s imobilizovanými 
buňkami přímo pouţít ve směsi pro PCR. V tomto případě byl inhibiční vliv nedokonale 
pokrytých částic popsán [60]. Na inhibici PCR je zaloţena metoda, která umoţňuje stanovit 
dokonalost pokrytí magnetických nanočástic [59] a mikročástic obsahujících  v magnetickém 
jádru oxidy ţeleza [61]. V práci bylo zjištěno, ţe soli a cheláty lanthanoidů štěpí  
plasmidovou a bakteriální DNA. To vedlo k vyslovení hypotézy, zda lze této skutečnosti 
vyuţít k ověření dokonalosti pokrytí  částic nosičů s magnetickým perovskitovým jádrem, 
případně dalších částic, obsahujících sloučeniny lanthanoidů. Tyto částice jsou např. 
pouţívané jako fluorescenční značky (sondy) v molekulárně biologických metodách [29]. 
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2.7 Kontrola kvality izolované DNA 
Kvalitu izolované DNA lze ověřit pomocí elektroforetické separace DNA na agarózovém 
gelu s přídavkem vhodného fluorescenčního barviva (např. ethidium bromidu). Další vhodnou 
metodou kontroly kvality izolované DNA je spektrofotometrie v UV části spektra. 
2.7.1 Gelová elektroforéza 
Elektroforéza je separační metoda, která vyuţívá schopnosti nabitých částic pohybovat se 
v elektrickém poli. Rychlost částic je závislá na velikosti náboje a velikosti molekuly. Jelikoţ 
nukleové kyseliny obsahují fosfátové skupiny, nesou záporný náboj a pohybují se od katody 
k anodě. Obvykle probíhá buď volně v pufru nebo na vhodném nosiči jako je celulóza, 
agaróza nebo polyakryamid. Lze u nich ovlivnit velikost pórů a tím ovlivnit dělení 
nukleových kyselin nejen podle náboje, ale i na základě velikosti molekuly. Délka doby 
elektroforetické separace je závislá na poţadované délce dráhy migrace, protékajícím 
elektrickém proudu, pouţitém elektroforetickém pufru a na koncentraci agarózového gelu [1]. 
 DNA na agarózovém gelu není vidět, proto je nutné ji vizualizovat. Nejčastěji pouţívaným 
barvivem pro DNA je ethidium bromid, který po ozáření UV světlem fluoreskuje. Je také 
moţné  pouţívat další  barviva,  jako je např. Sybergreen nebo Gold View. V případě ţe DNA 
není intaktní, tak se v závislosti na stupni naštěpení DNA, na gelu objeví šmouha [1].  
2.7.2 UV spektrofotometrie 
Jednou z nejčastěji pouţívaných a nejjednodušších technik pro stanovení čistoty a 
koncentrace nukleových kyselin je spektrofotometrické stanovení pomocí ultrafialové (UV) a 
části spektra. Za absorpci jsou zodpovědné heterocykly bází nukleových kyselin [62]. 
Hojně pouţívaným způsobem detekce a kontroly kvality izolovaných nukleových kyselin 
je UV spektrofotometrie. Zaznamenává se spektrum v oblasti 220−320 nm, s absorpčním 
maximem 260 nm. Protoţe DNA, RNA a nukleotidy mají stejné absorpční maximum (260 
nm) nelze ve směsi nukleových kyselin (DNA a RNA) stanovit koncentraci individuálních 
sloţek. Koncentraci nukleových kyselin lze vypočítat podle empirických vztahů, kdy u 
nativní (dvouřetězcové) DNA A
260nm
 = 1,0 odpovídá koncentraci 50 µg×ml
-1
. Tato hodnota je 
závislá na chemickém sloţení (zastoupení AT a GC párů bází) analyzované DNA. U 
denaturované (jednořetězcové) DNA je absorbance asi o 40 % vyšší neţ dvouřetězcové 
molekuly (c = 30 µg×ml
-1
) a RNA, která absorbuje ve stejném rozsahu vlnových délek 
A
260nm
 = 1,0 odpovídá koncentraci 40 µg×ml
-1
[62]. 
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Čistotu izolované DNA z hlediska kontaminace bílkovinami je hodnotit pomocí poměru 
absorbancí při vlnových délkách 260 a 280 nm (A260nm/A280nm). Optimální hodnota tohoto 
poměru je mezi 1,8−2,0 [62]. 
2.8 Amplifikace DNA 
Polymerázová řetězová reakce (PCR) byla jako laboratorní technika koncipována Kary 
Mullisem v roce 1983. Proces byl automatizován pro rutinní vyuţívání v  různých typech 
biologických laboratoří. Vysoká citlivost a specifita této reakce umoţňuje identifikaci jedné 
molekuly DNA [63]. 
Podstatou PCR je cyklicky se opakující, primery zprostředkovaná, enzymatická syntéza 
určitého úseku DNA. Metoda je  zaloţena na exponenciální amplifikaci cílové sekvence 
DNA. Princip PCR (Obrázek 5) spočívá ve třech opakujících se krocích: (1) denaturace 
dvouvláknové DNA (dsDNA) na jednovláknovou DNA (ssDNA), (2) připojení primerů 
(annealing) a (3) syntetická fáze (elongace) [63]. 
 V prvním kroku je templát (dvoušroubovicová DNA, slouţící polymeráze jako vzor 
pro kopírování), denaturován na dvě samostatná vlákna v reakční směsi zahřáté na 94 °C. 
 Ve druhém kroku dochází kochlazení reakční směsi asi na 50−65 °C v závislosti na 
sloţení primerů. K vybraným úsekům komplementárních vláken denaturované DNA se 
hybridizací připojí  krátké syntetické oligonukleotidy (primery), od nichţ probíhá syntéza 
nového řetězce DNA. 
 Třetím krokem je syntéza nových řetězců DNA , která je katalyzována  dependentní 
DNA polymerázou . Syntéza probíhá při teplotě  65−75°C [63]. 
Tento tříkrokový cyklus se opakuje v závislosti na mnoţství přítomné DNA, lze tak 
exponenciálně (2n; n = počet cyklů) vytvořit aţ 109 kopií vybraného úseku DNA. Optimální 
počet cyklů PCR závisí na výchozí koncentraci templátové DNA a kvalitě pouţité 
polymerázy; obvykle se pohybuje mezi 25−35 cykly. Reakce probíhá v termocykleru, ve 
kterém se podle naprogramovaných časových intervalů mění teplota. Výsledným produktem 
jsou amplikony, coţ jsou úseky DNA definované délky o velikosti obvykle 100−1000 párů 
bází (bp). Přítomnost amplikonů ve směsi se dokazuje pomocí agarózové nebo 
polyakrylamidové elektroforézy nebo kvantitativním měřením fluorescence  produktu 
v reálném čase (qPCR) [63]. 
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Obrázek 5 Princip amplifikace PCR [64]. 
 
Reakční směs (obvykle v rozmezí objemů 25−100 µl) se skládá z následujících sloţek: 
Matrice DNA (DNA templát) - makromolekula DNA, podle které se komplementárně 
syntetizují nové řetězce DNA. Obsahuje cílová místa pro primery. Typická mnoţství 
bakteriální a plasmidové DNA, přidávané do reakce, jsou 10 a 1 ng .  
Oligonukleotidové primery - bývají synteticky připravené a jsou komplementární k 
templátové DNA, která má být amplifikována. Primery jsou sekvenčně specifické a nesmí 
obsahovat falešná vazebná místa templátu. Typické primery mají 18−30 nukleotidů a obsahují 
40−60 % GC bází. Teplota tání primerů bývá v rozmezí 55−80 °C. Primery by neměly být 
mezi sebou komplementární, zejména ne na 3´-konci, kde párování dvou nebo tří bází můţe 
vést ke vzniku dimerů primerů, zejména při nadbytku primerů. Potřebná koncentrace primeru 
pro jednu reakci je 0,1−0,5 µM.  
DNA-polymeráza - syntetizuje novou DNA ve směru 5´ → 3´ podle sekvence nukleotidů 
v komplementárním řetězci DNA od 5´ konce primeru. Ke katalýze se pouţívají termostabilní 
polymerázyy, např.  Taq  DNA-polymeráza izolovaná z mikroorganismu Thermus aquaticus. 
2´-deoxynukleosid-5´-trifosfáty (dNTP) -  (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) - stavební kameny 
pro syntézou nové DNA. Optimalní koncentrace je 200 µM, toleranční rozpětí je 20−400 µM. 
Vysoké koncentrace dNTP (od 4 mM a výše) působí inhibičně, protoţe vyvazují hořečnaté 
ionty (Mg
2+
). 
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Mg2+ ionty − jsou nezbytné pro aktivitu DNA-polymerasy. Koncentrace Mg
2+
 musí být 
optimalizována pro kaţdou kombinaci primerů a DNA templátu. Obvykle se pouţívá 
koncentrace 1,5 mM Mg
2+
. Toleranční rozpětí je 0,5− 8 mM. Vyšší koncentrace iontů sniţuje 
specifitu PCR. U primerů bohatých na G a C báze je ale pouţití vyšší koncentrace  Mg
2+
 
vhodnější. 
Pufr pro PCR - vytváří optimální prostředí pro DNA-polymerasu. Standardní reakční pufr 
obsahuje 10 mM Tris-HCl (pH 8,3−8,8), 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl
2
.   
Voda pro PCR - pouţívá se na doplnění směsi pro PCR na poţadovaný objem.  
Úspěšnost amplifikace můţe být ovlivněna přítomností inhibitorů PCR. Inhibitory  jsou 
látky různé chemické povahy. Jejich přítomnost můţe být dána povahou matrice vzorku, ze 
kterého byla DNA extrahována, nebo  vzorky se mohou kontaminovat chemikáliemi, které 
byly pouţity při izolaci DNA. Tyto látky  mohou sniţovat citlivost amplifikace nebo jsou 
příčinou falešně negativních výsledků [63]. 
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3 CÍL PRÁCE 
Cílem práce byla  interakce plasmidové  a bakteriální DNA  vybranými ionty lanthanoidů a   
pevnými nanočásticemi, které obsahují různé sloučeniny lanthanoidů. K vhyhodnocování 
experimentů bude pouţita gelová elektroforéza a polymerázová řetězová reakce. 
Součástí práce bylo: 
– izolace plasmidové DNA metodou alkalické lýze 
– izolace bakteriální DNA 
– stěpení pDNA chloridem  neodymitým (NdCl3) a chloridem yttritým (YCl3) (modelové 
sloučeniny, pozitivní kontrola) 
– štěpení bakteriální DNA  chloridem  neodymitým (NdCl3) a chloridem yttritým (YCl3) 
– štěpení plasmidové DNA částicemi obsahujícími sloučeniny lanthanoidů 
– štěpení bakteriální DNA  částicemi obsahujícími sloučeniny lanthanoidů 
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4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
4 .1 Materiál a metody 
4.1.1 Pouţité bakteriální kultury 
Pro izolaci bakteriální DNA byly pouţity kmeny Escherichia coli JM 109, Lactobacillus 
acidophilus CCDM 476, Lactobacillus rhamnosus CCM 1825 a Bifidobacterium longum 
CCM 4990. K izolaci plasmidové DNA pUC19 byl pouţit kmen Escherichia coli JM 109 
(pUC 19). Kmeny byly získány od doc. RNDr. A. Španové, CSc. (VUT v Brně, Fakulta 
chemická). 
4.1.2 Chemikálie 
Ampicilin (Biotika, Slovenská Ľupča, Slovensko) 
Hydroxid sodný (Pliva - Lachema, Brno, ČR) 
Tris-báze (Tris-hydroxymethyl-aminomethan) (Amresco, Solon, USA) 
Tris-HCl (Tris-hydroxymethyl-aminomethan hydrochlorid) (Amresco, Solon, USA) 
EDTA - kyselina ethylendiamintetraoctová (Serva, Heidelberg, SRN) 
Proteináza K (Sigma, St. Louis, USA) 
Fenol (Lachema, Brno, ČR) 
Octan sodný (Lachema, Brno, ČR) 
Chloroform (Lachema, Brno, ČR) 
Isoamylkohol (Lachema, Brno, ČR) 
Ethanol (Lachema, Brno, ČR) 
Glukóza (Penta, Praha, ČR) 
Lysozym (Serva, Heidelberg, SRN) 
Hydroxid sodný (Pliva - Lachema, Brno, ČR) 
Dodecyl sulfát sodný (SDS) (Sigma, St. Louis, USA) 
Octan draselný (Lachema, Brno, ČR) 
Kyselina octová (Penta, Praha, ČR) 
Isopropanol (Lachema, Brno, ČR) 
Chlorid lithný (Penta, Praha, ČR) 
RNáza A (Reanal, Budapest, Mad`arsko) 
Chlorid sodný (Penta, Praha, ČR) 
HEPES (Serva, Heidelberg, Německo) 
Hydroxid sodný (Pliva – Lachema, Brno, ČR) 
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Chlorid neodymitý, NdCl3 (Sigma, St. Louis, USA) 
Chlorid yttritý (YCl3) (Sigma, St. Louis, USA) 
DNA pUC19 (NEB) (New England Biolabs, Hertfordshire, Velká Británie) 
Kyselina boritá (Lachema, Brno, ČR) 
Agaróza (Top - Bio, ČR) 
Standard DNA (Lambda DNA/Hind III) (New England Biolabs, Hertfordshire, Velká 
Británie) 
Standard DNA (100 bp ţebříček) (Malamité, Moravské Prusy, ČR) 
Restriktáza Pst I (New England Biolabs,  Hertfordshire,  Velká Británie) 
Nanášecí pufr (Top - Bio, ČR) 
Ethidium bromid (Sigma, St. Louis, USA) 
4.1.3  Kultivační media 
MRS (Mann, Rogosa, Sharpe) medium (Oxoid, Hampshire, Velká Británie) 
MRS agar (Oxoid, Hampshire, Velká Británie) 
LB medium (Oxoid, Hampshire, Velká Británie) 
LB agar (Oxoid, Hampshire, Velká Británie) 
MacConkey agar (IMUNA, Šarišské Michaľany, Slovensko) 
4.1.4 Částice 
V práci byly pouţity nanočástice NaYF4:Yb
3+/Er3+ a nanočástice NaYF4:Yb
3+/Er3+ pokryté 
silikagelem, které byly poskytnuty Ing. D. Horákem CSc. z Ústavu makromolekulární chemie 
Akademie věd ČR, v.v.i. v Praze. Silikagelová vrstva pokrývající částice byla synthetisována 
z tetramethoxysilanu (TMOS) ve dvojím provedení (se dvěmi různě silnými vrstvami 
silikagelu: NaYF4:Yb
3+/Er3+ - Si-0,02  a  NaYF4:Yb
3+/Er3+ - Si-0,04). Částice byly dodány ve 
formě suspenzí o koncentracích: NaYF4:Yb
3+/Er3+ - 8,5 mg/ml, NaYF4:Yb
3+/Er3+ - Si-0,02  
6,5 mg/ml a NaYF4:Yb
3+/Er3+ - Si-0,04 - 9,5 mg/ml [65]. 
Dále byly testovány ćástice poskytnuté Ing. Mgr. O. Kamanem Ph.D. z Fyzikálním ústavu 
Akademie věd ČR, v.v.i. v Praze, Částice M468 - 9.F1 (0,278 mg Mn/ml) se sestávaly 
z peroskvitu (La0,75Sr0,25MnO3 ), pokrytého vrstvou silikagelu, ve vodné suspensi; částice 
M468 – 9.F3 (0,0775 mg Mn/ml) o stejném chemickém sloţení byly dodány ve formě 
suspenze v citrátovém pufru kompenzovaném amonnými ionty [66]. 
Dále byly pouţity nanočástice La0,75Sr0,25MnO3 (perovskit) pokryté 20 nm silnou vrstvou  
silikagelu a čtyři vzorky dotovaných nanočástic peroskvitu La0,63RE0,07Sr0,30MnO3, (kde RE = 
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Gd, Tb, Dy a Ho), a to: M415, kde RE = Gd, M398 kde RE = Tb, M431  kde RE = Dy a 
M408, kde RE = Ho [58]. 
4.2 Roztoky 
4.2.1  Kultivace mikroorganizmů 
MRS médium 
52 g MRS média bylo rozpuštěno v 1 l destilované vody. Médium bylo sterilizováno v 
autoklávu při teplotě 121 °C po dobu 20 minut. Hotové médium bylo rozlito do zkumavek. 
MRS agar 
15 g agaru bylo rozpuštěno v 1 l MRS média. Médium bylo  sterilizováno v autoklávu při 
teplotě 121 °C po dobu 20 minut. Připravené médium byl sterilně rozlito na Petriho misky a 
ponecháno zatuhnout. 
LB médium 
Bylo smicháno10 g tryptonu, 5g , 10 g NaCl a doplněno  do 1 l destilovanou vodou. pH 
bylo upraveno 1 M NaOH na hodnotu 7,0. Médium byl  sterilizováno v autoklávu při teplotě 
121 °C po dobu 20 minut. Hotové médium bylo rozlito do Erlenmeyerových baněk v objemu 
50 ml.. Byl přípraveno tekuté LB médium s ampicilinem a bez něho. Do 50 ml tekutého LB 
média bylo přidano 25 μl zásobního roztoku ampicilinu (50 μg/ml) a opatrně promíchano. 
Pracovalo se sterilně. 
LB agar 
12 g agaru bylo rozpuštěno v 1 l LB média. Médium bylo  sterilizováno v autoklávu při 
teplotě 121 °C po dobu 20 minut. 
Do 150 ml LB častečně zchladlého agaru  (na 50 °С) bylo přidano 75 μl zásobního roztoku 
ampicilinu (100 μg/ml), směs byla  opatrně  promíchána a rozlita na misky (výsledná 
koncentrace ampicilinu byla 50 μg/ml). Jiná část LB agaru byla rozlita na misky bez přidaní 
antibiotika. Pracovalo se sterilně. 
Zásobní roztok ampicilinu 
0,5 g bezvodého antibiotika bylo rozpuštěno v 5 ml destilované vody. 
MacConkey agar 
49 g komerčního MacConkey agaru bylo rozpuštěno v 1 l destilované vody. Médium bylo  
sterilizováno v autoklávu při teplotě 115 °C po dobu 20 minut. 
4.2.2 Roztoky pro lyzi bakteriálních buněk a izolaci chromosomální DNA 
1 M Tris-HCl (pH 7,8) 
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121,1 g Tris-báze bylo rozpuštěno v 800 ml destilované vody. pH roztoku bylo upraveno 
na hodnotu 8,0 pomocí 1M HCl. Roztok byl doplněn destilovanou vodou do 1 l a sterilizován 
autoklávováním (20 min. při 121 °C). 
0,5 M EDTA (pH 8,0) 
Za  stálého  míchání  magnetickou  míchačkou bylo 186,1 g EDTA bylo rozpuštěno v 800 
ml destilované vody,  pH  bylo upraveno  na  hodnotu  8,0  přidáním NaOH. Roztok byl 
doplněn destilovanou vodou do 1 litru a sterilizován autoklávováním (121 °C, 20 min). 
Lyzační roztok A 
Byl smíchán 1 ml 1 M Tris-HCl (pH 7,8), 1 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) a roztok byl doplněn 
sterilní vodou do 100 ml. 
Lyzační roztok B 
K lyzačnímu roztoku A byl přidán lysozym (3,0 mg/ml). Lysozym byl přidán do lyzačního 
roztoku těsně před pouţitím 
Proteináza K (10 mg/ml) 
10 mg proteinázy K bylo rozpuštěno v 1 ml sterilní destilované vody. Roztok byl 
uchováván při teplotě –20 °C. Před prací byl roztok zředěn na koncentraci 100 µg/ml. 
Roztok SDS (20%) 
20 g SDS bylo rozpuštěno v 80 ml destilované vody při  současném zahřívání na 68 °C. 
Hodnota pH byla  upravena  na  7,0  pomocí koncentrované  HCl. Výsledný roztok byl 
doplněn destilovanou vodou na objem 100 ml. 
Fenol (pH 7,8) 
Destilovaný fenol byl nasycen v TE  pufru a hodnota pH byla upravena pomocí NaHCO3. 
Chloroform – isoamylalkohol (roztok CIZ) 
Směs chloroformu a isoamylalkoholu v poměru 24:1. 
Octan sodný (3 M) 
40,81 g trihydrátu octanu sodného (CH3COONa∙3H2O) bylo rozpuštěno v 80 ml 
destilované vody. Hodnota pH byla upravena pomocí ledové kyseliny octové na  5,2. Roztok 
byl doplněn na výsledný objem 100 ml destilovanou vodou a sterilován v autoklávu (121 °C, 
20 minut). 
TE pufr 
1 ml 1 M Tris-HCl (pH 8,0) byl smíchán s 0,2 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) a doplněn sterilní 
destilovanou vodou do objemu 100 ml. 
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4.2.3 Roztoky pro izolaci plasmidové DNA 
Roztok GLC s lysozymem 
K 25 µl 50 mM glukózy bylo přidáno 10 µl 10 mM EDTA (pH 8,0), 12,5 µl 25 mM Tris-
HCl (pH 8,0) a 425,5 µl destilované vody. Lysozym byl přidán do GLC roztoku těsně před 
pouţitím  (výsledná koncentrace v roztoku 2 mg/ml). 
Roztok LYZ 
K 100 µl 0,2 M NaOH bylo přidáno 25 µl 1 % SDS a 375 µl destilované vody 
Roztok HS 
K 60 ml 5 M CH3COOK bylo přidáno 40 ml kyseliny octové. Výsledné pH bylo 4,8 
Roztoky SDS (20%), 0,5 M EDTA (pH 8,0), 1 M Tris-HCl (pH 7,8)  a TE pufr byly 
připraveny podle postupu v kapilole 4.4.2. 
4.2.4 Roztoky pro štěpení RNA enzymem RNáza A 
Naváţka volné RNázy A byla rozpuštěna v 10  mM  Tris-HCl  (pH  7,8) a 15 mM NaCl 
(výsledná  koncentrace RNázy A v roztoku byla 10 µg/µl). 
4.2.5 Roztoky pro štěpení bakteriální DNA 
HEPES pufr (0,05 M, pH 8,0) 
1,92 g HEPES (N-(2-hydroxyethyl)-piperazin-N`-2-ethansulfonová kyselina) bylo 
rozpuštěno v 36,9 ml 1 M NaOH a 63,1 ml 1 M NaCl. Roztok byl doplněn destilovanou 
vodou do 1 l. 
4.2.6 Roztoky pro agarózovou gelovou elektroforézu 
TBE pufr (5x koncentrovaný): 
54  g  Tris-báze a 27,5 g kyseliny borité  byly rozpuštěny  v 600 ml destilované vody. Dále 
bylo ke směsi přidáno 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0). Hodnota pH byla upravena přidaním 1 M 
NaOH na 8,0. Konečný  objem  byl doplněn  do 1000 ml destilovanou  vodou.  Před pouţitím 
byl TBE pufr 10 x zředěn destilovanou vodou. 
Agarozový gel 
0,5 g agarózy bylo rozpuštěno v 50 ml 0,5 x koncentrovaného TBE pufru (1 %) 
1,5 g agarózy bylo rozpuštěno v 100 ml 0,5 x koncentrovaného TBE pufru (1,5 %) 
4.2.7 Komponenty směsi pro PCR 
Voda pro PCR (voda pro injekce ČSL 4, Top-Bio, ČR) 
10× koncentrovaný reakční pufr kompletní pro TaqDNA polymerázu, sloţení: 750 mM 
Tris HCl (pH 8,8), 200 mM (NH4)2SO4 , 0,1 % TWEEN 20, 25 mM MgCl2 (Top-Bio,      
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Praha, ČR) 
dNTP směs (10 mM) (Top-Bio, Praha, ČR) 
Primery (Top-Bio, Praha, ČR): specifické pro doménu Bacteria, rod Lactobacillus, rod 
Bifidobacterium a  druh Lactobacillus rhamnosus CCM 1825. 
Taq DNA polymeráza 1U/μl (Top-Bio, Praha, ČR) 
4.3 Přístroje a pomůcky 
Centrifuga MINI Spin 13 400 min-1 (Eppendorf, Hamburg, Německo) 
Mikropipety Discovery HTL o objemu 10, 20, 200 a 1000 μl (Varšava, Polsko) 
Mikrovlnná trouba SMW 5020 (SENCOR, ČR) 
Laboratorní váhy B0430 (Ohaus Scientific, USA) 
Minicycler PTC-100TM (MJ Research, Watertown, USA) 
Termocykler PTC-200 (BIO-RAD, Richmond, USA) 
Transluminátor Transilluminator TVR 3121 (Spectroline, Albany, USA) 
NanoPhotometerTM (Implen, München, Německo) 
Zařízení pro elektroforézu Mini gel unit 7x10 cm (Hoefer, Holliston, USA) 
Zdroj elektrického napětí pro elektroforézu Lighting Volt Power Supply, model OSP 300 
(Thermo Scietific, Waltham, USA) 
4.4 Metody 
Pouţité postupy kultivace buněk, izolace pDNA a amplifikace bakteriálních DNA 
s některými modifikacemi objemu komponent byly převzaty ze skript “Analýza vybraných 
druhů bakterií mlečného kvašení pomoci  metod  molekulární  biologie [10]. 
4.4.1 Kultivace bakteriálních buněk kmenů Escherichia Coli JM 109 a Escherichia coli 
JM 109 (pUC19) a ověření přítomnosti plasmidů v buňkách 
K ověření předpokladu, ţe bakteriání buňky obsahují plasmid, byly  pouţity dvě kultury: 
E. coli JM 109 bez plasmidu a E. coli JM 109 (pUC19) obsahující  plazmid.  Kultivace obou  
kultur  bakterií  proběhla,  jak  na  Petriho  miskách,  tak v tekutém médiu. 
Buňky E. coli JM 109 (pUC19) nesouci společně s plasmidem pUC19 gen pro resistenci na 
ampicilin se kultivují v médiích s ampicilinem. Buňky E. coli JM 109 neobsahují daný 
plasmid a proto se kultivují v médiích bez ampicilinu. 
Buňky z kolonie E. coli JM 109 (pUC19) a E. coli JM 109  byly odebrany sterilní kličkou a 
resuspendovany v baňkách  s 50 ml LB média s ampicilinem a bez něho. Kaţdá kultura byla 
očkována do jednoho tekutého média s antibiotikem a do druhého tekutého média bez 
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antibiotika. 
Druhý den byly Petriho misky s LB agarem s ampicilinem a bez něho zaočkovány 
kříţovým roztěrem čerstvě narostlých kultur E. coli JM 109 a E. coli JM 109 (pUC19). Tak 
kaţdá kultura byla očkována do jednoho tuhého média s antibiotikem a do druhého tuhého 
média bez antibiotika. 
Bakteriální buňky E. coli JM 109(pUC19) se vyznačují  produkcí enzymu β-galaktosidáza, 
který štěpí laktózu na galaktózu a glukózu.  Buňky E. coli JM 109 neobsahující plasmid a 
neprodukují daný enzym. 
Buňky  E. coli  JM 109(pUC19) kultivované na McConkey agaru zkvašují laktózu; vlivem 
produkce kyselin dochází k poklesu pH a ke změně zabarvení kolonií i barviva neutrální 
červeň z růţové na červenou.  Buňky  E. coli  JM 109 nemají  schopnost  laktózu  zkvašovat,  
proto se nezbarvují a mají ţlutém zbarvení. 
Petriho misky s McConkey agarem byly zaočkovány kříţovým roztěrem obou kultur. 
Kultivace jak na  pevném  médiu,  tak v tekutém médiu, probíhala v termostatu při 37 °C 
během 24 hodin. 
4.4.2 Kultivace bakteriálních buněk kmenů Lactobacillus acidophilus 
Bakteriální buňky byly kultivovány v tekutém MRS mediu za  účelem zjištění 
ţivotaschopnosti mikroorganizmů a čistoty kultury. 
Z buněk  narostlých v tekutém médiu byla provedena 3 % inokulace (0,3 ml) 10 ml MRS 
média. Kultivace probíhala v termostatu při 37 °C během 48 hodin. 
Po 48 hodinách kultivace byl pozorovan krémový  zákal a sediment. Růst  bakteriálních 
buněk se projevoval zakalením media. 
4.4.3 Izolace plasmidové DNA s bakteriální kultury Escherichia coli JM 109 (pUC19) 
Kultura buněk (50 ml) z tekutého ţivného LB média byla přenesena do 2 baněk  se 
šroubovacím uzavěrem (po 25 ml v kaţdé baňce) a připravené suspenze byly centrifugovány 
45 minut při 6 000 ot/min a teplotě 10 °C. 
Ke kaţdému sedimentu bylo přidáno 1000 μl roztoku GLC s lysozymem  (výsledná 
koncentrace byla 0,2 mg/ml). Směsi byly roztřepány a inkubovány  5 minut při laboratorní 
teplotě (docházelo k narušení buněčných stěn). 
Byla připravena lázeň o teplotě 0 °С (směs vody a ledu). Ke směsím bylo přidáno po 2000 
µl roztoku LYZ, směsi byly promíchány a inkubovaly se přesně 5 minut při 0 °С (čas byl 
měřen stopkami). Působením alkalického  prostředí roztoku LYZ došlo k denaturaci DNA. 
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Bylo přidano 1500 μl roztoku HS, šetrně promíchano převrácením (5x). Vzorky se staly 
velmi viskόzními a poté byly inkubovany 15 minut při 0 °С (došlo  k renaturaci  pDNA). 
Směs  byla  centrifugována 5 minut 15 000  ot/min. 
Dále se pracovalo se supernatantem, ve kterém se zůstala plazmidová DNA. 
Supernatant pomocí špičky byl převeden do čistých Eppendorfovy zkumavek po 900 μl. 
K vzorkům bylo přidáno 600 µl isopropanolu, směsi byly promíchány a inkubovály se 15 
minut při teplotě -20 °C. 
Směsi byly centrifugovány 5 minut 15 000  ot/min. 
Supernatant byl vylit  jedním převrácením Eppendorfovy zkumavky a zbytky roztoku 
stékajícího po stěnách zkumavky byly odstraněny filtračním papírem. 
Sedimenty byly vysušeny v exikátoru (15 min) a rozpuštěny v 120 µl TE pufru. 
Jedna zkumavka byla ponechána jako kontrolní vzorek, ostatních  zkumavky s DNA byly 
vysráţeny LiCl a štěpeny enzymem RNáza A. 
4.4.4 Izolace chromosomální DNA z bakteriální kultury kmene Lactobacillus acidophilus 
CCDM 476 
4.4.4.1 Lyze bakteriálních buněk 
Kultura buněk (1,5 ml) z tekutého ţivného MRS média byla přenesena do 1,5 ml 
Eppendorf ovy zkumavky a připravená suspenze byla centrifugována 3 minuty  při 15 000 
ot/min. 
Supernatant byl opatrně slit, sediment s bakteriálními buňkami byl nechán odkapat. 
Sediment byl resuspendovan v 1 ml roztoku A (10 mM Tris-HCl, pH 7,8; 5 mM EDTA, pH 
8,0) - nejprve  bylo  přidáno  100 µl roztoku a promícháno, poté bylo přidáno 900 µl roztoku). 
Suspenze byla centrifugována 3 minuty při 15 000 ot/min. 
Supernatant byl opatrně slit, sediment s bakteriálními buňkami byl nechán odkapat. 
K sedimentu bylo přidáno 500 μl roztoku B (10 mM Tris-HCl, pH 7.8; 5 mM EDTA, pH 8, 
lysozym 3 mg/ml). 
Vzorky byly inkubovány při laboratorní teplotě po dobu 1 hodiny. 
Do vzniklé suspenze bylo přidáno 25 µl 10 % SDS a 5 µl proteinázy K (100 µg/ml). 
Vzorky byly inkubovány 3 hod při 55°C. 
Po inkubaci  ke vzorku bylo přidano 10 μl RNázy  A (100 μg/μl) a vzorek byl inkubován 
při 37 °C po dobu 30 min. 
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4.4.4.2 Fenol - chloroformová extrakce 
K lyzátu buněk (523 µl chromosomální DNA; 300 μl plasmidové DNA) byl přidán stejný 
objem fenolu. Směs byla kývavým pohybem opatrně promíchávána po dobu 4 min. 
Vzorky byly centrifugovány při 15000 ot/min po dobu 5 min. 
Pomocí špičky s ustřiţeným hrotem byla odebrána vodní fáze s DNA do čisté 
Eppendorfovy zkumavky. Vodní fáze s DNA byla doplněna TE pufrem na objem 500 μl a poté 
bylo přidáno 700 µl směsi chloroform-isoamylalkohol (24:1). Směs byla kývavým pohybem 
opatrně promíchávána po dobu 4 min. 
Vzorky byly centrifugovány při 15000 ot/min po dobu 5 min. 
Vodní fáze s DNA byla odebrána do čisté Eppendorfovy zkumavky a doplněna TE pufrem 
na objem 400 μl. 
4.4.4.3 Srážení DNA ethanolem 
Ke vzorku DNA bylo přidáno 1/20 objemu 3 M octanu sodného (20 μl) a směs byla  
promíchána. 
Bylo přidáno 1 ml 96 % ethanolu a obsah byl promíchán. 
Z roztoku byla DNA  vysráţena při - 20°C po dobu 15 min. 
Vzorky byly centrifugovány při 15000 ot/min po dobu 15 min. Po centrifugaci byl 
supernatant opatrně slit. Sediment byl oplachován 70 % ethanolem (300 μl) a směs se opět 
centrifugovala při 15000 ot/min po dobu 10 min. 
Sediment DNA byl vysušen v exsikátoru 15 min. 
Získaná DNA byla rozpuštěna v 500 µl TE pufru. 
Takto připravena DNA byla pouţita pro dalši účely. 
4.4.5 Odstranění RNA  ve vzorku pDNA sráţením chloridem lithným 
K plasmidové DNA rozpuštěné ve 120 μl TE pufru bylo přidáno 40 μl vychlazeného 
roztoku 10 M LiCl (konečcná koncentrace LiCl  byla 2,5 M). Směs byla inkubována 15 min 
při 0 °C. 
Směs byla poté centrifugována při 15 000 ot/5 min. Supernatant byl odebrán do 
Eppendorfovy zkumavky. 
DNA se supernatantu byla vysráţena 400 μl 96 % ethanolu a  byla inkubována 15 min při -
20 °C. 
Směs byla  centrifugována a při 15 000 ot/5 min. Supernatant byl odstraněn jedním 
otočením Eppendorfovy zkumavky. 
Sediment byl vysušen v exikátoru a rozpuštěn ve 100 μl TE pufru. 
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4.4.6 Štepení RNA ve vzorku pDNA enzymem RNáza A 
K DNA rozpuštěné ve 100 µl TE pufru, bylo přidáno  2,5 µl RNázy A (10 μg/μl), směs 
byla promíchána a inkubována 15 min  při  37 °C. 
RNáza A byla ze vzorku odstraněna deproteinací fenolem a přesráţena ethanolem podle 
postupů uvedených v kapitolách 4.4.4.2 a 4.4.4.3. 
4.4.7 Spektrofotometrické stanovení koncentrace a čistoty DNA 
Pro měření byl pouţít spektrofotometr NanoPhotometerTM podle návodu výrobce. Jako 
prázdný vzorek (blank) byl pouţit TE pufr. 
Byly proměřeny vzorky DNA v rozmezí vlnových délek 220–320 nm. Z hodnoty 
absorbance A260nm byla vypočtena koncentrace DNA (v ng/μl), z poměru hodnot A260/A280 
byla stanovena čistota DNA. Pro čistou DNA se poměr absorbanc pohybuje v rozmezí 1,8 - 
2,0.  Obsahuje-li  vzorek  proteiny  je  A260nm/A280nm <  1,8, v případě  obsahu RNA je poměr  
A260nm/A280nm ≥ 2,0.  
4.4.8 Linearizace DNA (pUC19) 
Pro kontrolu štěpění DNA pUC19 (NEB)  byla linearizována restriktázou Pst I. V Tabulce 
1 je uvedeno sloţení směsi pro její štěpení. Štěpení bylo provedeno v termostatu při teplotě 37 
°C po dobu 2 hodin. Reakce byla zastavena přídáním 5 μl stop pufru (10× loading buffer). Na 
gel bylo naneseno 10 μl linearizované pDNA. 
 
Tabulka 1 Sloţení směsí pro linearizaci pDNA 
Komponenta 
Objem 
(μl) 
voda 32,5 
NEPufr 3 4,5 
DNA pUC 19 2,0 
enzym Pst I 6,0 
Celkem 45,0 
 
Ke štěpící směsi bylo přidáno 0,5 μl komerční DNA pUC19  (c = 1 mg/ml). 
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4.4.9 Štěpení izolované DNA 
Pro štěpení byla pouţita DNA v různém mnoţstvi, v případě plasmidové DNA a 500 ng (3 
μl) v případě chromosomální DNA v 20 μl štěpíci směsi. Byly testovány následující látky: 
Nd3+ (NdCl3) a Y
3+ (YCl3). Byla pouţita plasmidová DNA izolovaná z  buněk kmene E.coli 
JM 109 (pUC 19) a  bakteriální DNA izolovaná z B. longum CCM 4990, L. rhamnosus CCM 
1825 a L. acidophilus CCDM 476. Plasmidová DNA pUC 19 byla štěpena částicemi 
NaYF4:Yb
3+/Er3+, NaYF4:Yb
3+/Er3+ s vnější vrstvou Si-0,02 a Si-0,04, částicemi M468 − 9.F1 
a M468 − 9.F3, M468 − 9.F1 a M468 − 9.F3 10× zakoncentrovanými a částicemi různe 
dotovaných peroskvitů. Částice M468 - 9.F1 a M468 - 9.F3 (900 μl) byly zcentrifugovany po 
dobu 10 min rychlosti 6 000 ot/min. Supernatant byl opatrně odebrán špičkou aby častici se 
zustaly na dně a stěnách zkumavky. K sedimentu bylo přidáno 90 μl vody.  
V Tabulkách 2-7 jsou uvedeny sloţení pouţitých směsí při štěpení. Při štěpení komerční 
DNA bylo ke štěpicí směsí  přidano 0,5 μl  pUC 19 (c = 1 mg/ml). 
Současně byl připraven vzorek pro negativní kontrolu štěpicí směsi - místo pDNA byla do 
směsi přidána voda.Štěpení pDNA probíhalo  při 70 °C a po dobu 0, 30, 120 a 240 min. 
Pro ukončení reakce bylo ke vzorku přidány 2 μl 0,5 M EDTA (pH 8,0) a směs byla rychle 
ochlazena ve směsi voda + led. 
Kontrola štěpení byla provedena pomocí agarózové gelové elektroforézy (1,0 % gel). 
 
Tabulka 2 Sloţení štěpící směsi pro ionty Nd3+ a Y3+ 
Komponenta 
Objem (μl) 
Izolovaná 
pDNA 
Komerční 
pDNA 
Izolovaná cDNA 
B. longum 
CCM 4990 
L. 
acidophilus 
CCDM 476 
L. 
rhamnosus 
CCM 1825 
voda 8,0 13,5 11,0 / 4,0 8,0 9,0 
Nd
3+ 
(100 mM) / Y
3+ 
(100 mM) 
2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 
HEPES (0,05 M) 4,0 
DNA 6,0 0,5 3,0 / 10,0 6,0 5,0 
Celkem 20,0 
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Tabulka 3 Sloţení štěpicí směsí pro částice NaYF4:Yb
3+/Er3+ 
Komponenta 
Objem (μl) 
Izolovaná pDNA Komerční pDNA 
voda 5,6 11,1 
NaYF4:Yb
3+/Er3+ 4,4 4,4 
HEPES (0,05 M) 4,0 4,0 
DNA 6,0 0,5 
Celkem 20,0 20,0 
 
Tabulka 4 Sloţení štěpicí směsí částicemi NaYF4:Yb
3+/Er3+ s vnější vrstvou Si-0,02 a částicemi 
peroskvit 
Komponenta 
Objem (μl) 
Izolovaná pDNA Komerční pDNA 
voda 0,7 3,8 6,9 6,2 9,3 12,4 
NaYF4:Yb
3+/Er3+ − Si-0,02 / 
peroskvit 
9,3 6,2 3,1 9,3 6,2 3,1 
HEPES (0,05 M) 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 
DNA 6,0 6,0 6,0 0,5 0,5 0,5 
Celkem 20,0 20,0 
 
Tabulka 5 Sloţení štěpicí směsí částicemi NaYF4:Yb
3+/Er3+ s vnější vrstvou Si-0,04 
Komponenta 
Objem (μl) 
Izolovaná pDNA Komerční pDNA 
voda 3,7 5,8 7,9 9,2 11,3 13,4 
NaYF4:Yb
3+/Er3+ − Si-0,04 6,3 4,2 2,1 6,3 4,2 2,1 
HEPES (0,05 M) 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 
DNA 6,0 6,0 6,0 0,5 0,5 0,5 
Celkem 20,0 20,0 
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Tabulka 6 Sloţení štěpicí směsí částicemi M468 − 9.F1 a M468 − 9.F3 
Komponenta 
Objem (μl) 
Izolovaná pDNA Komerční pDNA 
M468 - 9.F1 M468 - 9.F3 M468 - 9.F1 M468 - 9.F3 
voda 7,5 1,0 13,0 6,5 
částice 2,5 9,0 2,5 9,0 
HEPES (0,05 M) 4,0 4,0 4,0 4,0 
DNA 6,0 6,0 0,5 0,5 
Celkem 20,0 20,0 
 
Tabulka 7 Sloţení štěpicí směsí částicemi dotovaných peroskvit 
Komponenta 
Objem (μl) 
Izolovaná pDNA Komerční pDNA 
voda 3,8 9,3 
štěpicí komponenta 6,2 6,2 
HEPES (0,05 M) 4,0 4,0 
DNA 6,0 0,5 
Celkem 20,0 20,0 
 
4.4.10 Amplifikace DNA  
Výsledné koncentrace DNA v štěpicích a PCR směsích pro různe DNA jsou uvedeny 
v Tabulce 8. Po štěpení s kaţdé  štěpicí směsi bylo odebráno 2 μl pro provedení PCR, 
rozpuštěno v 18 μl vody a byla připravena koncenrační řada několiknásobným řěděním. 
 
Tabulka 8 Koncentrace DNA v štěpicích a PCR směsích 
DNA 
Koncentra
ce DNA 
(ng/μl) 
Objem 
přídane DNA 
ke štěpicí 
směsi (μl) 
Koncentrace 
DNA v štěpicí 
směsi ng/μl 
Koncentrace 
DNA pro 
PCR ng/μl 
Koncentrace 
DNA v PCR 
směsi pg/μl 
B. longum CCM 
4990 
172,0 3,0 25,8 2,58 100,0 
L. acidophilus 
CCDM 476 
80,0 6,0 24,0 2,4 96,0 
L. rhamnosus 
CCM 1825 
480,0 5,0 120,0 12,0 480,0 
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Z výsledných roztoků v PCR směs bylo prídano po 1 μl naštěpené ředěné  DNA. 
Očekavaná velikost PCR produktu 466 bp. 
Byly připravený pozitivní a negativní kontrola. Pro pozitivní kontrolu původní vzorek 
DNA byl naředěn na koncentraci 100 ng/μl, 10 ng/μl nebo 1 ng/μl.  
V Tabulkach 9−12 jsou uvedeny pouţité  primery, sloţení  PCR  směsi  je  uvedeno v 
Tabulce 13. 
 
Tabulka 9 Sekvence primerů pro doménu Bacteria [67] 
Primer Sekvence primerů Velikost produktu PCR (bp) 
F_eub (1) 5´-TCC TAC GGG AGG CAG CAG T-3´ 
466 
R_eub (2) 5´-GGA CTA CCA GGG TAT CTA ATC CTG TT-3´ 
 
Tabulka 10 Sekvence primerů pro rod Lactobacillus [68] 
Primer Sekvence primerů Velikost produktu PCR (bp) 
LbLMA1-rev (1) 5´-CTC AAA ACT AAA CAA AGT TTC-3´ 
250 
R16-1 (2) 5´-CTT GTA CAC ACC GCC CGT CA- 3´ 
 
Tabulka 11 Sekvence primerů pro rod Bifidobacrerium [69] 
Primer Sekvence primerů Velikost produktu PCR (bp) 
Pbi F1(1) 5´-CCG GAA TAG CTC-3´ 
914 
Pbi R2 (2) 5´-GAC VAT GCA CCA CCT GTG A-3´ 
 
Tabulka 12 Sekvence primerů pro druh Lactobacillus rhamnosus [70] 
Primer Sekvence primerů Velikost produktu PCR (bp) 
PrI 5´-CAG ACT GAA AGT CTG AGG G-3´ 
400, 200 
RhaII 5´-GCC ATG GGA ATT TCT ATT ATT-3´ 
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Tabulka 13 Sloţení směsi pro PCR 
Komponenta Objem (μl) 
1. voda pro PCR 19,0 
2. 10× reakční pufr kompletní 2,5 
3. směs dNTP (10 mM) 0,5 
4. primer 1 (10 pmol/μl) 0,5 
5. primer 2 (10 pmol/μl) 0,5 
6. Taq DNA polymerasa (1U/μl) 1,0 
Matrice DNA (10 ng/μl) 1,0 
Celkem 25,0 
 
Při štěpení DNA B.longum CCM 4990 k štěpicí směsi bylo přidány 3 µl DNA o 
koncentraci 172,0 ng/µl (koncentrace DNA ve štěpicí směsi byla 25,8 ng/µl). Po štěpení z 2 
µl odebraného vzorku bylo provedeno několiknásobné ředění. K PCR směsi bylo přidány 2 µl 
naštěpené DNA tak, ţe koncentrace DNA v PCR směsi byla od 200 pg/µl do 200 fg/µl.  
Následně DNA byla amplifikována se specifickými primery pro doménu Bacteria – Feub a 
Reub. Amplifikoval se PCR produkt délky 466 bp. 
K štěpicí směsi pro štěpení DNA L. acidophilus CCDM 476 bylo přidány no 6 µl 80,0 ng/µl 
koncentrované (koncentrace DNA v štěpicí směsi 24,0 ng/µl). Po štěpení 2 µl odebraného vzorku bylo 
ředěno od 2,4 ng/μl do 240 fg/μl. K PCR směsi bylo přidano 1 µl naštěpené DNA s kaţdého reděneho 
vzorku a následně amplifikováno se specifickými primery pro doménu Bacteria. 
Doměnově specifická PCR byla provedene i s DNA L.rhamnosus CCM 1825. K štěpicí směsi bylo 
přidano 5 µl koncentrace 480,0 ng/µl (koncentrace DNA v štěpicí směsi 120,0 ng/µl). Po štěpení bylo 
provedeno ředění směsi 10, 100 a 1 000×. K PCR směsi bylo přidano 1 µl naštěpené DNA a následně 
amplifikováno se specifickými primery pro doménu Bacteria. 
Rodově specifická PCR na rod Lactobacillus byla provedena pomocí primerů LbLMA1-
rev a R16-1. Druhově specifická na druh L. rhamnosus – pomocí Aci 16SI a 16SII. K PCR 
směsi bylo přidano 1 µl naštěpené DNA přímo se štěpecí směsi bez ředení (koncentrace v 
PCR 4,8 ng/µl) a 10× ředěné a následně amplifikováno se specifickými primery pro rod a 
druh. 
Při štěpení DNA B. longum CCM 4990 pro PCR na rod Bifidobacterium k štěpicí směsi bylo 
přidano 10 µl DNA koncentrace 172,0 ng/µl (koncentrace DNA v štěpicí směsi 86,0 ng/µl). Rodově 
specifická PCR byla provedena pomocí primerů Pbi F1 a Pbi R2.K PCR směsi bylo přidano 1 
µl naštěpené DNA přímo se štěpecí směsi bez ředení (koncentrace v PCR 3,4 ng/µl) a 10× 
ředěné a následně amplifikováno se specifickými primery na rod Bifidobacterum. 
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Vzorky se všemi komponenty byly opatrně promíchány, krátce centrifugovány a vloţeny 
do termocykleru, který pracoval podle předem nastaveného programu (Tabulka 1). Kroky 2 aţ 
4 byly opakovány 30×. 
 
Tabulka 14. Program PCR pro doménu Bacteria, rod Lactobacillus a Bifidobacterium, druh 
Lactobacillus rhamnosus CCM 1825 se specifickými primery 
 
Krok 
Teplota (°C) / Čas  
doména 
Bacteria 
rod 
Lactobacillus 
rod 
Bifidobacterium 
druh  
L. rhamnosus 
1. horký start 95 °C/5 min 95 °C/5 min 94 °C/5 min 95 °C/5 min 
2. denaturace DNA 95 °C/30 s 95 °C/30 s 94 °C/1 min 95 °C/30 s 
3. hybridizace primerů 55 °C/30 s 55 °C/30 s 50 °C/1 min 58 °C/30 s 
4. syntéza DNA 72 °C/60 s 72 °C/60 s 72 °C/2 min 72 °C/60 s 
5.poslední cyklus 72 °C/5 min 72 °C/7 min 72 °C/10 min 72 °C/5 min 
 
4.4.11 Agarózová gelová elektroforéza 
4.4.11.1 Detekce izolované plasmidové a chromosomální DNA 
Pro elektroforézu plasmidové a bakteriální DNA byl pouţit 1,0 % agarózový gel. 
Připravené směsi (Tabulka 15) byly naneseny do komůrek gelu. 
 
Tabulka 15 Směsi pro detekci izolované DNA gelovou elektroforézou 
DNA DNA (μl) Voda (μl) Nanášecí pufr (μl) 
E. coli JM 109 (pUC19) 
1,0 14,0 3,0 
4,0 11,0 3,0 
B. longum CCM 4990 5,0 10,0 3,0 
L. acidophilus CCDM 476 
5,0 10,0 3,0 
10,0 5,0 3,0 
L. rhamnosus CCM 1825 
5,0 10,0 3,0 
10,0 5,0 3,0 
DNA standard (Lambda 
DNA/Hind III) 
1,0 14,0 3,0 
42 
 
Gely byly vloţeny do elektroforetické vany a zality 0,5x koncentrovaným TBE pufrem do 
výšky 2-3 mm nad gel. 
Elektroforéza byla provedena při  napětí 60 V/2−3 hod. 
Separace byla ukončena jakmile nanášecí pufr doputoval do 2/3 délky agarózového gelu. 
Po skončení elektroforézy gely byly obarveny v roztoku ethidium bromidu po dobu 30 
min. Poté byly obarvené gely  umístěny na transiluminátor a vyhodnoceny v UV světle při 
vlnové délce 305 nm. Výsledky byly zdokumentovány pomocí digitálního fotoaparátu. 
4.4.11.2 Kontrola štěpení DNA testovanými částicemi 
Kontrola štěpení DNA testovanými částicemi byla provedena na 1,0 % agarózovém gelu. 
Ke směsi po štěpení bylo přidano 4 μl nanášecího pufru. Postup provedení je stejný jako 
v kapitole 4.4.11.1. 
4.4.11.3 Detekce specifických produktů PCR 
Pro detekce produktů PCR produktů byl připraven 1,5 % agarózový gel (1,5 g agarózy na 
100 ml 0,5× TBE pufru). 
V Eppendorfovych zkumavkách bylo smíchané 25µl produktu PCR a 5 µl nanášecího 
pufru. Byla připravena negativní kontrola (místo DNA byla přidana voda pro PCR). Produkty 
amplifikace a negativní kontrola byly naneseny do komůrek gelu. 
Elektroforéza byla spuštěna pod napětím 60 V 2 hodiny. Po skončení elektroforézy gel byl 
obarven v roztoku ethidium bromidu po dobu 30 min. 
Gel byl pozorovan na transiluminátoru v UV světle. 
 
 
 
 
 
 
43 
 
5 VÝSLEDKY 
5.1 Kultivace bakteriálních buněk kmenů Escherichia coli JM 109 a Escherichia 
coli JM 109 (pUC19) a ověření přítomnosti plasmidů v buňkách 
Bakteriální buňky byly kultivovány na pevném a v tekutém LB médiu s a bez ampicilinu 
za  účelem  prokázání ţivotoschopnosti mikroorganizmů a čistoty kultury a ověření zda E. 
coli JM 109 (pUC 19) obsahuje plasmid. 
 Kultivace v tekutém a na pevném LB mediu 
Bakteriální buňky z kolonie byly přeočkovány do tekutého LB média s ampicilinem a bez 
ampicilinu. 
Z buněk narostlých v tekutém médiu byl proveden kříţovy roztěr na pevné médium s LB 
agarem s ampicilinem  a  bez  něho. Kultivace byly provedeny za podmínek uvedených 
v kapitole 4.4.1. 
Podle růstu kolonií na pevném médiu a vzniku zákalu v tekutém médiu byla ověřena 
přítomnost plasmidu v buňkách E. coli JM 109 (pUC 19). Výsledky kultivace jsou uvedeny 
v Tabulce 16 a na Obrázku 6. 
 
Tabulka 16  Kultivace E. coli JM 109 a E. coli JM 109 (pUC19) v tekutém a na pevném LB médiu 
Kmen E. coli JM 109 E. coli JM 109 (pUC19) 
Tekutý LB médium s ampicilinem - +, krémový  zákal 
Tekutý LB médium bez ampicilinu +, krémový  zákal +, krémový  zákal 
LB agar s ampicilinem - +, krémově-mléčné kolonie 
LB agar bez ampicilinu 
+, krémově-mléčné 
kolonie 
+, krémově-mléčné kolonie 
Pozn.:    + zaznamenaný zákal nebo růst kolonií 
-  bez zákalu média nebo ţádny růst kolonií 
 
V médiích s ampicilinem rostou jen buňky E. coli JM 109 (pUC19) protoţe jsou k 
ampicilinu rezistentní (Obrázek 6). 
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Obrázek 6 Narostlé kolonie E. coli JM 109 (pUC19) na miskách: 1) bez ampicilinu  2) 
s ampicilinem 
 
 Kultivace buněk na McConkey agaru 
Z buněk narostlých v tekutém médiu byl proveden kříţovy roztěr na McConkey agaru. Po 
24 hodinách kultivace v termostatu při teplotě 37 °C narostly běţové E. coli JM 109; agar byl 
slabě béţový. Kolonie E. coli JM 109 (pUC19) hustě narostly a byla pozorovana změna 
běţové barvy na červenou (Obrázek 7). 
 
 
Obrázek 7 Narostlé kolonie E. coli JM 109 na miskách s McConkey agarem  1)  E. coli JM 109  2)  
E. coli JM 109 (pUC19). 
 
Bakteriální buňky E. coli JM 109 (pUC19) rostou na McConkey agaru červeně neboť 
utilizují laktózu. 
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5.2 Spektrofotometrické stanovení koncentrace a čistoty plasmidové a bakteriální 
DNA 
Spektrofotometricky byla stanovena koncentrace a čistota DNA s pouţitím 1 mm Lid 
(faktor 10). Měření bylo  provedeno v rozmezí vlnových délek 220–320 nm. Z hodnoty 
absorbance A260nm byla vypočtena koncentrace DNA (v ng/μl), z poměru hodnot A260nm/A280nm 
byla stanovena čistota DNA. Hodnoty koncentrací DNA a naměřené absorbance jsou uvedeny 
v Tabulce 17. 
 
Tabulka 17 Spektrofotometrické měření koncentrace a čistoty DNA 
 
Plasmidová i bakteriální DNA byly izolovány v dostatečné čistotě pro učely diplomové 
práce. 
5.3 Ověření přítomnosti plasmidové a bakteriálních  DNA v izolátech 
Přítomnost DNA v izolátech byla ověřena pomocí  agarózové gelové  elektroforézy. 
Výsledky  gelové elektroforézy izolace  plasmidové DNA jsou uvedeny na Obrázku 8, 
bakteriální DNA izolované z Bifidobacterium longum CCM 4990 na Obrázku 9 a bakteriální 
DNA izolované z kmenů  Lactobacillus rhamnosus CCM 1825 a Lactobacillus acidophilus 
CCDM 476 na Obrázku 10. 
Parametr 
DNA   
pUC19 L. acidophilus CCDM 476 
B. longum 
CCM 4990 
L. 
rhamnosus 
CCM 1825 
1 1 2 3 4 1 1 
Koncentrace 
[ng/µl] 
136,0 142,0 80,0 170,0 273,0 172,0 480,0 
A230nm 0,114 0,122 0,077 0,154 0,231 0,138 0,402 
A260nm 0,273 0,287 0,161 0,343 0,547 0,345 0,964 
A280nm 0,132 0,133 0,074 0,157 0,251 0,172 0,524 
A320nm 0,001 0,002 0,002 0,004 0,002 0,001 0,003 
A260nm/A280nm 2,076 2,176 2,208 2,216 2,189 2,012 1,845 
A260nm/A230nm 2,407 2,375 2,120 2,260 2,380 2,511 2,409 
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Čislo 
běhu 
DNA 
Koncentrace 
DNA (ng/μl) 
Objem 
DNA (μl) 
Objem 
vody (μl) 
Objem pufru 
(μl) 
1 E. coli JM 109 (pUC19) 136,0 3,0 12,0 3,0 
2 E. coli JM 109 (pUC19) 136,0 6,0 9,0 3,0 
3 
DNA standard (Lambda 
DNA/Hind III) 
- 1,0 14,0 3,0 
 
Obrázek 8 Detekce izolované plasmidové DNA pUC 19 izolované z kmene E. coli JM 109 (pUC19) 
 
 
Čislo 
běhu 
DNA 
Koncentrace 
DNA (ng/μl) 
Objem 
DNA (μl) 
Objem vody 
(μl) 
Objem 
pufru (μl) 
1 B. longum CCM 4990 172,0 10,0 5,0 3,0 
2 B. longum CCM 4990 265,0 10,0 5,0 3,0 
3 B. longum CCM 4990 583,0 5,0 10,0  
4 
DNA standard (Lambda 
DNA/Hind III) 
- 1,0 14,0 3,0 
 
Obrázek 9 Detekce bakterální DNA izolované z kmene B. longum CCM 4990 
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Čislo 
běhu 
DNA 
Koncentrace 
DNA (ng/μl) 
Objem 
DNA (μl) 
Objem vody 
(μl) 
Objem 
nanaš. 
pufru (μl) 
1 
L. rhamnosus CCM 1825 
480,0 1,0 14,0 3,0 
2 480,0 3,0 12,0 3,0 
3 
DNA standard (Lambda 
DNA/Hind III) 
- 1,0 14,0 3,0 
4 
L. acidophilus CCDM 476 
273,0 5,0 10,0 3,0 
5 273,0 10,0 5,0 3,0 
 
Obrázek 10 Detekce bakteriálních DNA izolovaných z kmenů L. rhamnosus CCM 1825 a L. 
acidophilus CCDM 476 
 
5.4 Kontrola štěpení plasmidové DNA testovanými částicemi 
5.4.1 Štěpení pUC19 izolované z E. coli JM 109 (pUC19) ionty Nd3+ (NdCl3) a částicemi 
NaYF4:Yb
3+
/Er
3+
 
Byly připraveny štěpící směsi podle postupu uvedeného v kapitole 4.4.9. DNA pUC19 byla 
štěpena ionty Nd3+ (NdCl3) a částicemi NaYF4 :Yb
3+/Er3+. Výsledky štěpení jsou uvedeny na 
Obrázku 11. 
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Čislo 
běhu 
Štěpící 
komponenta 
Doba štěpení 
(min) 
Detekce 
produktu 
ccc forma 
1 
N 
 
0 +++ 
2 30 +++ 
3 120 +++ 
4 240 +++ 
5 - - standard DNA 
6 
Nd
3+
 
0 +++ 
7 30 - 
8 120 + 
9 240 ++ 
10 
NaYF4:Yb
3+/Er3+ 
0 +++ 
11 30 +++ 
12 120 ++ 
13 240 ++ 
N   bez štěpící komponenty 
-      produkt štěpení nebyl detegován 
+     detegován produkt štěpení o slabé intenzitě 
++   detegován produkt štěpení o střední intenzitě 
+++ detegován produkt štěpení o silné intenzitě 
běh 5 − standard DNA (Lambda DNA/Hind III) 
Obrázek 11 Štěpení  pUC 19 izolované z E. coli JM 109 (pUC19) ionty Nd3+ (NdCl3) a částicemi 
NaYF4 :Yb
3+
/Er
3+ 
 
Bylo zjištěno, ţe u DNA pUC19 izolované z bakteriální kultury  došlo ke změně ccc na oc  
formu (ccc forma nebyla detegována po 30 minutách štěpení). U částic Na YF4 :Yb
3+
/Er
3+ 
 
nebylo štěpení pUC19 detegováno. 
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5.4.2 Štěpení  pUC 19 izolované z E. coli JM 109 (pUC19)  částicemi NaYF4 :Yb
3+/Er3+  a 
ionty Y
3+
 (YCl3) 
Byly připraveny  štěpící směsi  podle postupu uvedeného v kapitole 4.4.9. DNA pUC19 
byla štěpena  ionty Nd3+ (NdCl3) a částicemi NaYF4 :Yb
3+/Er3+. Výsledky jsou uvedeny na 
Obrázku 12. 
 
 
 
 
Čislo 
běhu 
Štěpicí 
komponenta 
Doba štěpení 
(min) 
Detekce produktu 
ccc forma oc forma lin forma 
1 
NaYF4:Yb
3+
/Er
3+
 
0 +++ + - 
2 30 +++ + - 
3 120 +++ ++ - 
4 240 +++ ++ - 
5 360 +++ + + 
6 480 +++ + + 
7 - - standard DNA  
8 
Y
3+
 
0 ++ + - 
9 30 - +++ - 
10 120 - +++ + 
11 240 - +++ + 
12 360 - ++ + 
13 480 - ++ + 
14 N 480 ++ + - 
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N   bez štěpící komponenty 
-      produkt štěpení nebyl detegován 
+     detegován produkt štěpení o slabé intenzitě 
++   detegován produkt štěpení o střední intenzitě 
+++ detegován produkt štěpení o silné intenzitě 
běh 7 − standard DNA (Lambda DNA/Hind III) 
běh 14 − kontrola štěpení (vzorek bez štěpicí komponenty po 480 minutách zahřívání)  
Obrázek 12 Štěpení  pUC 19 izlované z E. coli JM 109 (pUC19) částicemi NaYF4 :Yb
3+
/Er
3+
 a ionty 
Y
3+
 (NdCl3) 
 
Štepení a vznik lineární formy byl pozorován  při štěpení iony  Y3+. Při štěpení  pDNA 
částicemi NaYF4 :Yb
3+/Er3+ byl pozorován narůst oc formy od 30 min štěpení aţ do 480 min; 
pokles  intenzity fluorescence ccc formy ale  nebyl zaznamenán (pokles byl nezřetelný). 
Během celého štěpení (480 min) nevznikala lineární forma coţ znamená ţe danéčástice 
pUC19 neštěpily.  U DNA pUC19 izolované z baktetiální kultury by ly detegovány i další 
pásy, které nenáleţely ţádné formě pUC19. 
5.4.3 Štěpení  pUC 19 izolované z E. coli JM 109 (pUC19)  částicemi NaYF4:Yb
3+
/Er
3+
 
s vnější silikagelovou vrstvou NaYF4:Yb
3+
/Er
3+ − Si-0,02 a NaYF4:Yb
3+
/Er
3+
 − Si-0,04 
Pro štěpení  pDNA  částicemi NaYF4:Yb3+/Er3+ s vnější silikagelovou vrstvou 
NaYF4:Yb3+/Er3+ − Si-0,02 a NaYF4:Yb3+/Er3+ − Si-0,04 byly pouţity různé objemy 
přidaných částic (viz Obrázek 13) v štěpicí směsi. Po 240 min zahřívání  na 70 °C (kontrola) 
intenzita flurescence oc formy klesala při štěpení všemi  časticemi nezávisle na koncentaci 
částic v štěpicí směsi. 
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N   bez štěpící komponenty 
-      produkt štěpení nebyl detegován 
+     detegován produkt štěpení o slabé intenzitě 
++   detegován produkt štěpení o střední intenzitě 
+++ detegován produkt štěpení o silné intenzitě 
běh 13 − standard DNA (Lambda DNA/Hind III) 
Obrázek 13 Štěpení  pUC 19 izolované z E. coli JM 109 (pUC19) částicemi NaYF4 :Yb
3+
/Er
3+
 
s vnější silikagelovou vrstvou NaYF4 :Yb
3+
/Er
3+
 − Si-0,02 a NaYF4 :Yb
3+
/Er
3+
 − Si-0,04 
Čislo 
běhu 
Štěpicí 
komponenta 
Objem částic 
(μl) 
Doba 
štěpení 
(min) 
Detekce produktu 
ccc 
forma 
oc forma 
lin 
forma 
1 
NaYF4:Yb
3+
/Er
3+ − 
Si-0,02 
9,3 
0 +++ + - 
2 30 +++ + - 
3 120 +++ ++ - 
4 240 +++ + - 
5 
6,2 
0 +++ + - 
6 30 +++ ++ - 
7 120 +++ ++ - 
8 240 +++ + - 
9 
3,1 
3 +++ + - 
10 30 +++ ++ - 
11 120 +++ ++ - 
12 240 +++ + - 
13 - - standard DNA  
14 
NaYF4:Yb
3+
/Er
3+ − 
Si-0,04 
6,3 
0 +++ ++ - 
15 30 +++ ++ - 
16 120 +++ ++ - 
17 240 +++ + - 
18 
4,2 
0 +++ ++ - 
19 30 +++ ++ - 
20 120 +++ ++ - 
21 240 +++ + - 
22 
2,1 
0 +++ ++ - 
23 30 +++ ++ - 
24 120 +++ ++ - 
25 240 +++ + - 
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5.4.4 Štěpení  pUC 19 izolované z E. coli JM 109 (pUC19)  částicemi M468 − 9.F1 a 
M468 − 9.F3 
Štěpení pDNA částicemi M468 − 9.F1 a M468 − 9.F3 bylo provedeno ve dvojím 
uspořádání. V prvním souboru experimentů bylo štěpení provedeno s dodanými 
suspenzemi částic; v druhém - částicemi 10× zakoncentrovanymi. Výsledky jsou uvedeny  na 
Obrázku 14; na Obrázku 15 je uvedeno štěpení pDNA 10x zakoncentrovanými částicemi.  
Narůst oc formy a vzník lineární formy nebyly detegovány. 
 
 
N   bez štěpící komponenty 
-      produkt štěpení nebyl detegován 
+     detegován produkt štěpení o slabé intenzitě 
++   detegován produkt štěpení o střední intenzitě 
+++ detegován produkt štěpení o silné intenzitě 
běh 7 − standard DNA (Lambda DNA/Hind III) 
Obrázek 14 Štěpení  pUC 19 izolované z E. coli JM 109 (pUC19) částicemi M468 − 9.F1 a M468 − 
9.F3  
Čislo 
běhu 
Štěpicí 
komponenta 
Objem vody 
(μl) 
Objem 
částic 
(μl) 
Doba 
štěpení 
(min) 
Detekce produktu 
ccc 
forma 
oc 
forma 
lin 
forma 
1 N 10,0 0,0 0 +++ + - 
2 N 10,0 0,0 240 +++ ++ - 
3 
M468 - 9.F1 7,5 2,5 
0 +++ + - 
4 30 +++ ++ - 
5 120 +++ ++ - 
6 240 +++ ++ - 
7 - - - - standard DNA  
8 
M468 - 9.F3 1,0 9,0 
0 +++ ++ - 
9 30 +++ ++ - 
10 120 +++ ++ - 
11 240 +++ ++ - 
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N   bez štěpící komponenty 
-      produkt štěpení nebyl detegován 
+     detegován produkt štěpení o slabé intenzitě 
++   detegován produkt štěpení o střední intenzitě 
+++ detegován produkt štěpení o silné intenzitě 
běh 7 − standard DNA (Lambda DNA/Hind III) 
Obrázek 15 Štěpení pUC 19 izolované z  E. coli JM 109 (pUC19) částicemi M468 − 9.F1 a M468 − 
9.F3 10× zakoncentrovanými 
 
Čislo 
běhu 
Štěpicí 
komponenta 
Objem 
vody (μl) 
Objem 
částic (μl) 
Doba 
štěpení 
(min) 
Detekce produktu 
ccc 
forma 
oc 
forma 
lin 
forma 
1 N 10,0 0,0 0 +++ ++ - 
2 N 10,0 0,0 240 +++ ++ - 
3 
M468 - 9.F1 7,5 2,5 
0 +++ ++ - 
4 30 +++ ++ - 
5 120 +++ ++ - 
6 240 +++ ++ - 
7 - - - - standard DNA  
8 
M468 - 9.F3 1,0 9,0 
0 +++ + - 
9 30 +++ + - 
10 120 +++ + - 
11 240 +++ + - 
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5.4.5 Štěpení DNA pUC19 (NEB) částicemi NaYF4:Yb
3+/Er3+ a ionty Y3+ (YCl3) 
Výsledky  štěpení DNA pUC19 (NEB) testovanými částicem (původní suspenze) jsou 
uvedeny  na Obrázku 16. Při štěpení částicemi NaYF4:Yb
3+/Er3+ byl detegován jen slabý narůst 
oc formy. Naopak při  štěpení  ionty Y3+ (YCl3) byl pozorován itenzivní růst oc formy od 30 
min a vznik a růst lineární formy uţ po 30 min štěpení. 
 
 
Čislo 
běhu 
Štěpicí 
komponenta 
Doba štěpení 
(min) 
Detekce produktu 
ccc forma oc forma lin forma 
1 N - - - + 
2 N 240 +++ +++ - 
3 - - standard DNA  
4 
NaYF4:Yb
3+/Er3+ 
0 +++ - - 
5 30 +++ + - 
6 120 +++ + - 
7 240 +++ + - 
8 
Y
3+
 
0 +++ - - 
9 30 - +++ + 
10 120 - +++ +++ 
11 240 - +++ +++ 
N   bez štěpící komponenty 
-      produkt štěpení nebyl detegován 
+     detegován produkt štěpení o slabé intenzitě 
++   detegován produkt štěpení o střední intenzitě 
+++ detegován produkt štěpení o silné intenzitě 
běh 1 − linearizovaná DNA pUC19 
běh 3 − standard DNA (Lambda DNA/Hind III) 
Obrázek 16 Štěpení  DNA pUC19 (NEB) částicemi NaYF4:Yb
3+/Er3+ a ionty Y3+ (YCl3) 
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5.4.6 Štěpení DNA pUC19  (NEB) částicemi NaYF4:Yb
3+/Er3+ − Si-0,02 a 
NaYF4:Yb
3+/Er3+ − Si-0,04 
Výsledky  štěpení pDNA pUC19 (NEB) testovanými částicem  jsou uvedeny  na Obrázku 
17. Částicemi NaYF4:Yb
3+/Er3+ − Si-0,02 a NaYF4:Yb
3+/Er3+ − Si-0,04 DNA byla štepená do 
oc formy nezávisle na koncentrace částic v štěpicí směsi. Výsledky jsou uvedeny na Narůst oc 
formy byl detegován od 30 min štěpení;. vznik  lineární formy nebyl zaznamenán. 
 
 
Čislo 
běhu 
Štěpicí 
komponenta 
Objem 
částic (μl) 
Objem 
vody 
(μl) 
Doba 
štěpení 
(min) 
Detekce produktu 
ccc 
forma 
oc 
forma 
lin 
forma 
1 N 0,0 - - - - +++ 
2 N 0,0 15,5 0 +++ - - 
3 N 0,0 15,5 240 +++ ++ - 
4 
NaYF4:Yb
3+/Er3+ 
− Si-0,02 
9,3 6,2 
0 +++ + - 
5 30 +++ + - 
6 120 +++ + - 
7 240 +++ ++ - 
8 
6,2 9,3 
0 +++ + - 
9 30 +++ + - 
10 120 +++ ++ - 
11 240 +++ ++ - 
12 
3,1 12,4 
3 +++ + - 
13 30 +++ + - 
14 120 +++ ++ - 
15 240 +++ ++ - 
16 - - - standard DNA  
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N   bez štěpící komponenty 
-      produkt štěpení nebyl detegován 
+     detegován produkt štěpení o slabé intenzitě 
++   detegován produkt štěpení o střední intenzitě 
+++ detegován produkt štěpení o silné intenzitě 
běh 1 − linearizovana komerční DNA  pUC19 
běh 13 − standard DNA (Lambda DNA/Hind III) 
Obrázek 17 Štěpení  DNA pUC19 (NEB) částicemi NaYF4:Yb
3+/Er3+ − Si-0,02 a NaYF4:Yb
3+/Er3+  
− Si-0,04 
 
5.4.7 Štěpení DNA pUC19 (NEB) částicemi M468 − 9.F1, M468 − 9.F3, M468 − 9.F1 (10× 
koncentrovanými) a M468 – 9.F1 (10× koncentrovanými) 
Výsledky štěpení pDNA pUC19 (NEB) testovanými částicem jsou uvedeny na Obrázku 
18. Štěpení částicemi M468 − 9.F1, M468 − 9.F3 a M468 − 9.F1 i M468 − 9.F1 10× 
koncentrovanými mělo stejnou závislost jak i v předchozi kapitole: DNA byla štěpena na oc 
formu nezávisle na koncentraci částic v štěpicí směsi;  vznik lineární formy nebyl 
zaznamenán. 
 
 
 
 
 
17 
NaYF4:Yb
3+/Er3+ 
− Si-0,04 
6,3 9,2 
0 +++ + - 
18 30 +++ + - 
19 120 +++ ++ - 
20 240 +++ ++ - 
21 
4,2 11,3 
0 +++ + - 
22 30 +++ + - 
23 120 +++ ++ - 
24 240 +++ ++ - 
25 
2,1 13,4 
0 +++ + - 
26 30 +++ + - 
27 120 +++ ++ - 
28 240 +++ ++ - 
57 
 
 
 
 
Čislo 
běhu 
Štěpicí 
komponent 
Objem 
přidané 
vody (μl) 
Objem 
přidaných 
částic (μl) 
Doba 
štěpení 
(min) 
Detekce produktu 
ccc 
forma 
oc 
forma 
lin 
forma 
1 N 0,0 0,0 - - - +++ 
2 N 10,0 0,0 0 +++ ++ - 
3 N 10,0 0,0 240 - ++ - 
4 
M468 − 9.F1 7,5 2,5 
0 +++ + - 
5 30 +++ + - 
6 120 +++ + - 
7 240 +++ ++ - 
8 
M468 − 9.F3 1,0 9,0 
0 +++ + - 
9 30 +++ + - 
10 120 +++ + - 
11 240 +++ ++ - 
12 - 14,0 - - 100 bp ţebříček 
13 
M468 − 9.F1 
10× 
koncentrované 
7,5 2,5 
0 +++ + - 
14 30 +++ + - 
15 120 +++ + - 
16 240 +++ ++ - 
17 
M468 − 9.F3 
10× 
koncentrované 
1,0 9,0 
0 +++ + - 
18 30 +++ + - 
19 120 +++ ++ - 
20 240 +++ ++ - 
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N   bez štěpící komponenty 
-      produkt štěpení nebyl detegován 
+     detegován produkt štěpení o slabé intenzitě 
++   detegován produkt štěpení o střední intenzitě 
+++ detegován produkt štěpení o silné intenzitě 
běh 1 − linearizovaná DNA pUC19 
běh 12 − standard DNA (Lambda DNA/Hind III) 
Obrázek 18 Štěpení DNA pUC19 (NEB) částicemi M468− 9.F1, M468 − 9.F3, M468 − 9.F1 (10× 
koncentrovanými) a M468 – 9.F1 (10× koncentrovanými)  
 
5.4.8 Štěpení DNA pUC 19 (NEB) a DNA pUC 19 izolované z E. coli JM 109 
(pUC19)  částicemi La0,75Sr0,25MnO3  
Výše uvedenými postupy byly testovány i částice perovskitu La0,75Sr0,25MnO3. V štěpicí 
směsi byly přidány různé objemy částic. Výsledky jsou uvedeny na Obrázku 19. Ve štěpení 
izolované DNA nebyly pozorovany ţadné změny. Intenzita pásů obou forem: ccc a oc byla 
stálá (v průběhu štěpení  se neměnila). Nevzníkala  i lineární forma. U  DNA pUC19 (NEB)  s 
ná růstem doby štěpení byl pozorován narůst oc formy (0−240 min) a lineární formy (30−240 
min). Růst intenzity pásů obou vznikajících forem  plasmidů byl uměrný koncentraci 
přrídaných častic ve směsi . 
 
 
Čislo 
běhu 
Plasmidová 
DNA 
Objem 
částic (μl) 
Objem 
vody (μl) 
Doba 
štěpení 
(min) 
Detekce produktu 
ccc 
forma 
oc 
forma 
lin 
forma 
1 - 0,0 0,0 - - - +++ 
2 Izolovaná DNA 
pUC 19 
0,0 10,0 0 + + - 
3 0,0 10,0 240 + + - 
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N   bez štěpící komponenty 
-      produkt štěpení nebyl detegován 
+     detegován produkt štěpení o slabé intenzitě 
++   detegován produkt štěpení o střední intenzitě 
+++ detegován produkt štěpení o silné intenzitě 
běh 1 − linearizovaná DNA pUC19 
běh 16 − standard DNA (Lambda DNA/Hind III) 
Obrázek 19 Štěpení  DNA pUC19  částicemi La0,75Sr0,25MnO3  (peroskvit) 
4 
Izolovaná DNA 
pUC 19 
 
9,3 0,7 
0 + + - 
5 30 + + - 
6 120 + + - 
7 240 + + - 
8 
6,2 3,8 
0 + + - 
9 30 + + - 
10 120 + + - 
11 240 + + - 
12 
3,1 6,9 
0 + + - 
13 30 + + - 
14 120 + + - 
15 240 + + - 
16 - - - standard DNA  
17 
DNA pUC 19 
(NEB) 
9,3 6,2 
0 +++ ++ - 
18 30 +++ ++ + 
19 120 +++ ++ ++ 
20 240 +++ ++ ++ 
21 
6,2 9,3 
0 +++ ++ - 
22 30 +++ + + 
23 120 +++ + + 
24 240 +++ + + 
25 
3,1 12,4 
0 +++ + - 
26 30 +++ + - 
27 120 +++ + - 
28 240 +++ ++ - 
29 0,0 15,5 0 +++ - - 
30 0,0 15,5 240 +++ ++ - 
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5.4.9 Štěpení DNA pUC 19 izolované z E. coli JM 109 (pUC19) částicemi dotovaných 
peroskvitů 
Dále byly pro štěpení pouţity čtyři vzorky dotovaných nanočástic peroskvitů 
La0,63RE0,07Sr0,30MnO3, (kde RE = Gd, Tb, Dy a Ho).Výsledky jsou uvedeny na Obrázku 20. 
 
 
Čislo 
běhu 
Plasmidová DNA 
Štěpící 
komponenta 
Doba štěpení 
(min) 
Detekce produktu 
ccc 
forma 
oc forma 
lin 
forma 
1 - N - - - +++ 
2 - N - standard DNA  
3 
Izolovaná DNA 
pUC 19 
 
N 0 + + - 
4 N 240 + + - 
5 
M398 
0 ++ ++ - 
6 30 ++ ++ - 
7 120 ++ ++ - 
8 240 ++ ++ - 
9 
M408 
0 ++ ++ - 
10 30 ++ ++ - 
11 120 ++ ++ - 
12 240 + + - 
13 
M415 
0 + + - 
14 30 + + - 
15 120 + + - 
16 240 + + - 
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N   bez štěpící komponenty 
-      produkt štěpení nebyl detegován 
+     detegován produkt štěpení o slabé intenzitě 
++   detegován produkt štěpení o střední intenzitě 
+++ detegován produkt štěpení o silné intenzitě 
běh 1 − linearizovaná DNA pUC19 
běh 4 a 23 – standard DNA (Lambda DNA/Hind III) 
Obrázek 20 Štěpení pUC19 (NEB) a pUC 19 izolované z E. coli JM 109 (pUC19)  dotovanými 
částicemi peroskvitu 
 
5.4.10 Štěpení DNA izolované z kmene B. longum CCM 4990 ionty Nd3+ a Y3+  
Výsledky gelové elektroforézy štěpení bakteriální DNA izolovaná z kmene B. longum 
CCM 4990 ionty Nd3+ a Y3+jsou uvedeny na Obrázku 21.  Oba typy iontů štěpily bakteriální 
DNA  a   po 240 min stěpení byla bakteriální DNA naštěpena na krátké fragmenty (pásy DNA  
zmizely). 
 
 
Čislo běhu Štěpící komponenta Doba štěpení (min) Detekce DNA 
1 N 0 ++ 
2 N 240 + 
3 - - standard DNA  
17 
Izolovaná DNA 
pUC 19 
M431 
0 ++ ++ - 
18 30 ++ ++ - 
19 120 ++ ++ - 
20 240 + + - 
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4 
Nd
3+
 
0 ++ 
5 30 + 
6 120 + 
7 240 - 
8 
Y
3+
 
 
0 ++ 
9 30 + 
10 120 + 
11 240 - 
N   bez štěpící komponenty 
-      produkt štěpení nebyl detegován 
+     detegován produkt štěpení o slabé intenzitě 
++   detegován produkt štěpení o střední intenzitě 
běh 3 − standard DNA (Lambda DNA/Hind III) 
Obrázek 21 Štěpení  DNA izolované z kmene B. longum CCM 4990 ionty Nd3+ (NdCl3) a Y
3+
 (YCl3)  
5.4.11 Štěpení  DNA izolované z kmene L. rhamnosus  CCM 1825 ionty Nd3+   
Výsledky gelové elektroforézy  štěpení bakteriální DNA izolovaná z kmene z kmene L. 
rhamnosus CCM 1825 ionty Nd
3+ jsou uvedeny na Obrázku 22. Po 240 min stěpení byla  
DNA naštěpena na krázké fragmenty (pásy DNA  zmizely). 
 
 
Čislo běhu Štěpící komponenta Doba štěpení (min) Detekce DNA 
1 N 0 + 
2 N 240 - 
3 - - standard DNA 
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4 
Nd
3+
 
0 ++ 
5 30 ++ 
6 120 + 
7 240 + 
N   bez štěpící komponenty 
-      produkt štěpení nebyl detegován 
+     detegován produkt štěpení o slabé intenzitě 
++   detegován produkt štěpení o střední intenzitě 
běh 3 − standard DNA (Lambda DNA/Hind III) 
Obrázek 22 Štěpení  DNA izolované z kmene L. rhamnosus CCM 1825 ionty Nd3+ (NdCl3)  
 
5.4.12 Štěpení DNA izolované z kmene L. acidophilus CCDM 476 ionty Nd3+   
Výsledky gelové elektroforézy  štěpení  DNA izolovaná z kmene L. acidophilus CCDM 
476  ionty Nd3+  jsou uvedeny na Obrázku 23. Po 240 min stěpení byla DNA naštěpena na 
krázké fragmenty (pásy DNA  zmizely). 
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Čislo běhu Štěpící komponenta Doba štěpení (min) Detekce DNA 
1 - - standard DNA 
2 N 0 ++ 
3 N 240 + 
4 
Nd
3+
 
0 ++ 
5 30 ++ 
6 120 ++ 
7 240 + 
N   bez štěpící komponenty 
+     detegován produkt štěpení o slabé intenzitě 
++   detegován produkt štěpení o střední intenzitě 
běh 1 − DNA standard (Lambda DNA/Hind III) 
Obrázek 23 Štěpení  DNA izolované z kmene L. acidophilus CCDM 476 ionty Nd3+ (NdCl3) 
5.5 Amplifikace bakteriálních DNA 
5.5.1 Amplifikace bakteriální DNA izilované z B. longum CCM 4990 s primery 
specifickými pro doménu Bacteria  
Amplifikace byla provedena podle podmínek uvedených v kapilole 4.4.10. Výsledky gelové 
elektroforézy produktů PCR jsou uvedeny na Obrázku 24. Při PCR  s primery specifickými pro 
doménu Bacteria byly detegovaný amplikony při koncentraci DNA v PCR směsi 200,0 fg/µl. 
Lze tedy konstatovat, ţe v rozmezí koncentrací 200,0 pg/μl−200,0 fg/μl v cílových místech 
pro navázání primerů existovala intaktní DNA. Intenzita fluorescence klesla se sníţováním 
koncentrace DNA ve směsi pro PCR. 
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Čislo 
běhu 
Štěpící 
komponenta 
Doba štěpení 
(min) 
Koncentrace 
přidané DNA 
Koncentrace 
DNA v PCR 
směsi 
Detekce 
produktu 
PCR 
1 N - 1 ng/μl. 40,0 pg/μl +++ 
2 N - - - - 
3 - - standard DNA  
4 
N 0 
2,58 ng/μl 200 pg/μl +++ 
5 258 pg/μl 20,0 pg/μl +++ 
6 25,8 pg/μl 2,0 pg/μl ++ 
7 2,58 pg/μl 200 fg/μl + 
8 
N 240 
2,58 ng/μl 200,0 pg/μl +++ 
9 258 pg/μl 20,0 pg/μl +++ 
10 25,8 pg/μl 2,0 pg/μl ++ 
11 2,58 pg/μl 200 fg/μl + 
12 
Nd
3+
 
0 
2,58 ng/μl 200,0 pg/μl +++ 
13 258 pg/μl 20,0 pg/μl +++ 
14 25,8 pg/μl 2,0 pg/μl ++ 
15 2,58 pg/μl 200,0 fg/μl + 
16 
30 
2,58 ng/μl 200,0 pg/μl +++ 
17 258 pg/μl 20,0 pg/μl +++ 
18 25,8 pg/μl 2,0 pg/μl ++ 
19 2,58 pg/μl 200,0 fg/μl + 
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20 
120 
2,58 ng/μl 200,0 pg/μl +++ 
21 258 pg/μl 20,0 pg/μl +++ 
22 25,8 pg/μl 2,0 pg/μl ++ 
23 2,58 pg/μl 200,0 fg/μl + 
24 
240 
2,58 ng/μl 200,0 pg/μl +++ 
25 258 pg/μl 20,0 pg/μl +++ 
26 25,8 pg/μl 2,0 pg/μl ++ 
27 2,58 pg/μl 200,0 fg/μl + 
28 - - standard DNA  
29 
Y
3+
 
0 
2,58 ng/μl 200,0 pg/μl +++ 
30 258 pg/μl 20,0 pg/μl +++ 
31 25,8 pg/μl 2,0 pg/μl ++ 
32 2,58 pg/μl 200,0 fg/μl + 
33 
30 
2,58 ng/μl 200,0 pg/μl +++ 
34 258 pg/μl 20,0 pg/μl +++ 
35 25,8 pg/μl 2,0 pg/μl ++ 
36 2,58 pg/μl 200,0 fg/μl + 
37 
120 
2,58 ng/μl 200,0 pg/μl +++ 
38 258 pg/μl 20,0 pg/μl +++ 
39 25,8 pg/μl 2,0 pg/μl ++ 
40 2,58 pg/μl 200,0 fg/μl + 
41 
Y
3+
 240 
2,58 ng/μl 200,0 pg/μl +++ 
42 258 pg/μl 20,0 pg/μl +++ 
43 25,8 pg/μl 2,0 pg/μl ++ 
44 2,58 pg/μl 200,0 fg/μl + 
N   bez štěpící komponenty 
-      produkt PCR nebyl detegován 
+     detegován produkt PCR o slabé intenzitě 
++   detegován produkt PCR o střední intenzitě 
+++ detegován produkt PCR o silné intenzitě 
běh 1 − pozitivní  kontrola (směs pro PCR s 1 μl DNA o koncentraci 1 ng/μl) 
běh 2 − negativní kontrola (směs pro PCR bez DNA) 
běh 3 a 28 – standard DNA (ţebřiček 100 bp) 
Obrázek 24 Amplifikace bakteriální DNA izolované z B. longum CCM 4990 s primery specifickými 
pro doménu Bacteria 
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5.5.2 Amplifikace bakteriální DNA izolované z L.acidophilus CCDM 476 s primery 
specifickými pro doménu Bacteria  
Amplifikace byla provedena podle podmínek uvedených v kapilole 4.4.10. Výsledky gelové 
elektroforézy jsou uvedeny na Obrázku 25 a mají stejnou tendenci jak v předcházející kapilote.  
 
 
Čislo 
běhu 
Štěpící 
komponenta 
Doba štěpení 
(min) 
Koncentrace 
přidané DNA 
Koncentrace 
DNA ve směsi 
pro PCR  
Detekce 
produktu 
PCR 
1 N 
0 
 
24 pg/μl 0,96 pg/μl ++ 
2 N 240 pg/μl 9,6 pg/μl ++ 
3 N 2,4 ng/μl 96 pg/μl +++ 
4 N - - - - 
5 - - standard DNA  
6 
Nd
3+
 
0 
 
240 fg/μl 9,6 fg/μl ++ 
7 2,4 pg/μl 96 fg/μl ++ 
8 24 pg/μl 0,96 pg/μl ++ 
9 240 pg/μl 9,6 pg/μl ++ 
10 2,4 ng/μl 96 pg/μl +++ 
11 
30 
 
240 fg/μl 9,6 fg/μl + 
12 2,4 pg/μl 96 fg/μl ++ 
13 24 pg/μl 0,96 pg/μl ++ 
14 240 pg/μl 9,6 pg/μl +++ 
15 2,4 ng/μl 96 pg/μl +++ 
16 
120 
 
240 fg/μl 9,6 fg/μl + 
17 2,4 pg/μl 96 fg/μl + 
18 24 pg/μl 0,96 pg/μl ++ 
19 240 pg/μl 9,6 pg/μl ++ 
20 2,4 ng/μl 96 pg/μl +++ 
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N   bez štěpící komponenty 
-      produkt PCR nebyl detegován 
+     detegován produkt PCR o slabé intenzitě 
++   detegován produkt PCR o střední intenzitě 
+++ detegován produkt PCR o silné intenzitě 
běh 4 − negativní kontrola (směs  pro PCR bez DNA) 
běh 5 − ţebřiček (standard DNA 100 bp) 
Obrázek 25 Amplifikace bakteriální DNA izolované z L.acidophilus CCDM 476 s primery 
specifickými pro doménu Bacteria  
 
5.5.3 Amplifikace bakteriální DNA izolované z L. rhamnosus CCM 1825 s primery 
specifickými pro doménu Bacteria  
Doměnově specifická PCR byla provedene i s DNA L.rhamnosus CCM 1825. Amplifikace 
byla provedena podle podmínek uvedených v kapilole 4.5.10. Výsledky gelové elektroforézy 
jsou uvedeny na Obrázku 26. Produkty PCR byly detegovány o stejně intenzitě u jednotlivých 
koncentracích DNA nezávisle na době štěpení. 
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Čislo 
běhu 
Štěpící 
komponenta 
Doba štěpení 
(min) 
Koncentrace 
přidané DNA 
Koncentrace 
DNA ve směsi  
pro PCR  
Detekce 
produktu 
PCR 
1 N - - - - 
2 N - 10 ng/μl. 400,0 pg/μl +++ 
3 N 
0 
12,0 ng/μl 480 pg/μl +++ 
4 N 1,2 ng/μl 48,0 pg/μl ++ 
5 N 120,0 pg/μl 4,8 pg/μl + 
6 N 
240 
12,0 ng/μl 480,0 pg/μl +++ 
7 N 1,2 ng/μl 48,0 pg/μl ++ 
8 N 120,0 pg/μl 4,8 pg/μl + 
9 - - DNA standard 
10 
Nd
3+
 
 
0 
12,0 ng/μl 480,0 pg/μl +++ 
11 1,2 ng/μl 48,0 pg/μl ++ 
12 120,0 pg/μl 4,8 pg/μl + 
13 
30 
12,0 ng/μl 480,0 pg/μl +++ 
14 1,2 ng/μl 48,0 pg/μl ++ 
15 120,0 pg/μl 4,8 pg/μl + 
16 
120 
12,0 ng/μl 480,0 pg/μl +++ 
17 1,2 ng/μl 48,0 pg/μl ++ 
18 120,0 pg/μl 4,8 pg/μl + 
19 
240 
12,0 ng/μl 480,0 pg/μl +++ 
20 1,2 ng/μl 48,0 pg/μl ++ 
21 120,0 pg/μl 4,8 pg/μl + 
N   bez štěpící komponenty 
-      produkt PCR nebyl detegován 
+     detegován produkt PCR o slabé intenzitě 
++   detegován produkt PCR o střední intenzitě 
+++ detegován produkt PCR o silné intenzitě 
běh 1 − negativní kontrola (směs pro PCR bez DNA) 
běh 2 − pozitivní  kontrola (PCR směs s 1 μl DNA o koncentraci 10 ng/μl) 
běh 9 − standard DNA (ţebřiček 100 bp) 
Obrázek 26 Amplifikace bakteriální DNA izolované z L.rhamnosus CCM 1825 s primery 
specifickými pro doménu Bacteria  
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5.5.4 Amplifikace bakteriální DNA izolované z L.rhamnosus CCM 1825 s primery pro 
rod Lactobacillus a druh Lactobacillus rhamnosus  
Amplifikace byla provedena podle podmínek uvedených v kapilole 4.4.10. Výsledky gelové 
elektroforézy jsou uvedeny na Obrázku 27. Produkty PCR byly detegovány jen v pozitivní 
kontrole a kontrolách bez částic po 0 min a 240 min zahřívaní. Lze předpokládat, ţe v štěpící 
směsi se nacházely komponenty, které bránily amplifikaci s danými primery nabo byla niţší 
citlivost pouţitých primerů. 
 
 
Čislo 
běhu 
Štěpící 
komponenta 
Doba štěpení 
(min) 
Koncentrace 
přidané DNA 
Koncentrace 
DNA ve směsi 
pro PCR  
Detekce 
produktu 
PCR 
1 N - - - - 
2 N - 100 ng/μl. 4,0 ng/μl + 
3 N 
0 
120 ng/μl 4,8 ng/μl + 
4 N 12,0 ng/μl 480,0 pg/μl - 
5 N 
240 
120,0 ng/μl 4,8 ng/μl + 
6 N 12,0 ng/μl 480,0 pg/μl - 
7 
Nd
3+
 
0 
120,0 ng/μl 4,8 ng/μl - 
8 12,0 ng/μl 480,0 pg/μl - 
9 
30 
120,0 ng/μl 4,8 ng/μl - 
10 12,0 ng/μl 480,0 pg/μl - 
11 
120 
120,0 ng/μl 4,8 ng/μl - 
12 12,0 ng/μl 480,0 pg/μl - 
13 
240 
120,0 ng/μl 4,8 ng/μl  
14 12,0 ng/μl 480,0  pg/μl - 
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15 - - standard DNA  
16 N  - - - 
17 N - 100 ng/μl. 4 ng/μl. +++ 
18 N 
0 
120 ng/μl 4,8 ng/μl +++ 
19 N 12,0 ng/μl 480,0 pg/μl +++ 
20 N 
240 
120,0 ng/μl 4,8 ng/μl +++ 
21 N 12,0 ng/μl 480,0 pg/μl +++ 
22 
Nd
3+
 
0 
120,0 ng/μl 4,8 ng/μl - 
23 12,0 ng/μl 480,0 pg/μl - 
24 
30 
120,0 ng/μl 4,8 ng/μl - 
25 12,0 ng/μl 480,0 pg/μl - 
26 
120 
120,0 ng/μl 4,8 ng/μl - 
27 12,0 ng/μl 480,0 pg/μl - 
28 
240 
120,0 ng/μl 4,8 ng/μl - 
29 12,0 ng/μl 480,0  pg/μl - 
N   bez štěpící komponenty 
-      produkt štěpení nebyl detegován 
+     detegován produkt PCR o slabé intenzitě 
++   detegován produkt PCR o střední intenzitě 
+++ detegován produkt PCR o silné intenzitě 
běh 1 a 16 − negativní kontrola (směs pro PCR bez DNA) 
běh 2 a 17 − pozitivní  kontrola (PCR směs s 1 μl DNA o koncentraci 100 ng/μl) 
běh 15 − standard DNA (ţebřiček 100 bp)  
Obrázek 27 Amplifikace bakteriální DNA izolované z L. rhamnosus CCM 1825s primery 
specifickými pro rod Lactobacillus a druh L. rhamnosus  
 
5.5.5 PCR Bifidobacterium longum CCM 4990 s primery specifickými pro rod 
Bifidobacterium 
Amplifikace byla provedena podle podmínek uvedených v kapilole 4.4.10. Výsledky gelové 
elektroforézy jsou uvedeny na Obrázku 28. Produkty PCR byly detegovány jen v pozitivní 
kontrole a kontrolách bez částic po 0 min a 240 min zahřívaní. Lze předpokládat, ţe v štěpící 
směsi se nacházely komponenty, které bránily amplifikaci s danými primery nabo byla niţší 
citlivost pouţitých primerů. 
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Čislo 
běhu 
Štěpící 
komponenta 
Doba štěpení 
(min) 
Koncentrace 
přidané DNA 
Koncentrace 
DNA ve směsi 
pro PCR  
Detekce 
produktu 
PCR 
1 N - - - - 
2 N - 100 ng/μl. 4,0 ng/μl +++ 
 N 
0 
120,0 ng/μl 4,8 ng/μl +++ 
 N 12,0 ng/μl 480,0 pg/μl +++ 
 
Nd
3+
 
0 
120,0 ng/μl 4,8 ng/μl - 
 12,0 ng/μl 480,0 pg/μl - 
 
30 
120,0 ng/μl 4,8 ng/μl - 
 12,0 ng/μl 480,0 pg/μl - 
 
120 
120,0 ng/μl 4,8 ng/μl - 
 12,0 ng/μl 480,0 pg/μl - 
 
240 
120,0 ng/μl 4,8 ng/μl - 
 12,0 ng/μl 480,0  pg/μl - 
 N 
240 
120 ng/μl 4,8 ng/μl +++ 
 N 12,0 ng/μl 480,0 pg/μl +++ 
 - - standard DNA  
N   bez štěpící komponenty 
-      produkt štěpení nebyl detegován 
+++ detegován produkt PCR o silné intenzitě 
běh 1  −  negativní kontrola (směs pro PCR bez DNA) 
běh 2  − pozitivní  kontrola (PCR směs s 1 μl DNA o koncentraci 100 ng/μl) 
běh 15 − DNA standard (ţebřiček 100 bp)  
Obrázek 28 Amplifikace  bakteriální DNA B.longum CCM 4990 s primery specifickými pro rod 
Bifidobactreium  
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6 DISKUZE 
6.1 Kultivace bakteriálních buněk kmenů Escherichia coli JM 109 a 
Escherichia coli JM 109 (pUC19) a ověření přítomnosti plasmidů v buňkách 
Byla provedena kultivace bakteriálních kultur na pevném a v tekutém LB mediu s a bez 
ampicilinu za  účelem  dokazaní ţivotoschopnosti mikroorganizmů a čistoty kultury a ověření 
zda E. coli JM 109 (pUC 19) obsahuje plasmid. 
Kultura E.coli JM 109 nemá rezistenci vůči antibiotiku protoţe neobsahuje plasmid 
pUC19, a proto v přítomnosti ampicilinu nerosla. Při kultivaci se neobjevil ţádný zákal a na 
tuhém mediu nebyly pozorovany narostlé kolonií. Ověření přítomnosti plasmidů v buňkách 
E.coli JM 109 (pUC19) bylo vyhodnoceno podle růstu kolonií na pevném LB médiu a vzniku 
krémového zákalu v tekutém ţivném LB médiu. V tekutém LB médiu bez ampicilinu se zákal 
objevil u obou  kultur. Na pevém médiu byl pozorovan růst koloniéí také u obou kultur. 
Kultivace prokázala ţivotaschopnost buněk a bakteriální kultury nebyly kontaminovány 
vzhledem k tomu, ţe získané kolonie měly stejný tvar, velikost a mléčnou barvu. 
Bakteriální buňky E. coli JM 109 (pUC19) se vyznačují produkcí enzymu β-galaktosidáza, 
který štěpí laktózu na galaktózu a glukózu.  Gen  pro  produkci  je  za normálních  okolností  
neaktivní,  k jeho  aktivaci  dochází  v přítomnosti  laktózy v prostředí.  Buňky E. coli JM 109 
neobsahující plasmid neprodokují daný enzym. Buňky  E. coli  JM 109(pUC19) kultivované 
na McConkey agaru zkvašovaly laktózu, docházelo k poklesu pH vlivem produkce kyselin a k 
změně zabarvení kolonií i barviva neutrální červeň z růţové na červeně.  Buňky  E. coli  JM 
109 nemají  schopnost  laktózu  zkvašovat, kolonie byly ţluté.  
6.2 Izolované  plasmidové a chromosomální DNA z  bakteriálních kultur a  
spektrofotometrické stanovení jejích koncentrace a čistoty 
Pomocí elektroforézy na 1 % agarózovém gelu bylo provedeno ověření přítomnosti 
izolované plasmidové DNA a bakteriální DNA. Byly detegovány dvě formy plasmidové 
DNA: ccc forma a oc forma a vysokomolekulární bakteriální DNA z buněk E. coli JM 109 
(pUC 19). Pomocí gelové elekteroforézy byla potvrzena izolace nukleové kyseliny 
s narostlých kultur bakterií  B. longum CCM 4990, L. acidophilus CCDM 476 a L. rhamnosus 
CCM 1825. 
Kvalita a mnoţství DNA byly stanoveny spektrofotometricky.  Plasmidová DNA byla 
izolována z buněk E. coli JM 109 (pUC 19) o koncentrací 136,0 ng/µl s poměrem hodnot 
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A260nm/A280nm = 2,08, tedy v dostatečném mnoţství a čistotě vhodném pro účely diplomové 
práce.  
6.3 Štěpení plasmidové DNA testovanými částicemi 
Tendence štěpení pDNA izolované z buněk E. coli JM 109 (pUC 19 a komerční (NEB)) 
ionty Nd
3+
 a Y
3+
 byla obdobná. Od 30 min do 240 min zahřívaní byl pozorovan intenzivní 
narůst oc formy. Lineární forma vznikla uţ od 120 min u DNA pUC19 izolované z  buněk  E. 
coli JM 109 (pUC 19) a po 30 min u DNA pUC19 (NEB) od začátku štěpení. Rozdílná 
rychlost štěpení byla zřejmě způsobena přítomnosti kontaminujících nukleových kyselin ve 
vzorcích DNA pUC19 izolované z buněk E. coli JM 109 (pUC 19). Bylo potvzeno, ţe ionty 
yttria (Y
3+) štěpí plasmidovou DNA jako ionty lanthanoidů.   
Při štěpení DNA pUC19 částicemi NaYF4 :Yb
3+
/Er
3+
 byl pozorován narůst oc formy 
během celého časového úseku štěpení. Při zahřívaní kontroly štěpení, která obsahovala DNA 
pUC19 č a neobsahovala štěpící komponentu, na 70 °C po dobu 240 min byl pozorován růst 
intenzity fluorescence oc formy pDNA. To znamená, ţe docházelo k částečnémo rozvolnění 
ccc formy plasmidové DNA.  Uvedeným zjištěním lze vysvětlit rozdíly v intenzitě oc pásů při  
štěpení DNA pUC 19 u testovaných částic.  
Bez ohledu na různé koncentrace štěpicí komponenty ve směsi, tendence štěpení byla 
obdobná. Do 120 min analýzy byl detegován narůst oc formy, po 120 min oc forma zmizela, 
ale lineární forma nevzníkla. Intenzita fluorescence ccc formy také zůstává stálá, prakticky 
beze změny. Lze proto předpokladat, ţe částice NaYF4:Yb
3+/Er3+ − Si-0,02 a 
NaYF4:Yb
3+/Er3+ − Si-0,04 mají stejnou nebo menší schopnost štěpit pDNA svzhledem 
přítomnosti silikogelové vrstvy. Závislost mezi tloušt’kou vrstvy částic a schopnosti štěpit 
DNA nebyla identifikována. 
Bylo zjištěno, ţe DNA pUC 19 byla odolná vůči stěpení danými částicemi coţ nezáviselo 
na koncentraci štěpácí komponenty. Intenzita pásů ccc formy a oc formy byla beze  změn i po 
240 min zahřívání u obou koncentrací částic. Při štěpení plasmidové DNA izolované z 
bakteriálních kultur byly na gelech detegovány artefakty, které neodpovídaly plasmidové 
DNA, ale podléhaly hydrolýze. Lze tedy předpokládat, ţe se jednalo o DNA.  
Dle literatury půři izolaci pDNA alkylickou lýzí mohou na gelu vznikat další pásy  (které 
odpovídají např. plasmidové DNA) [71]. 
 V dalších pokusech byla proto pouţita komerční DNA pUC19 (NEB), u které lze 
předpokládat, ţe byla výrobcem purifikována. Komerční plasmidová DNA na rozdíl od 
plasmidové DNA i izolované z bakteriální kultury obsahovala jen ccc formu DNA.  
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Při štěpení DNA pUC19 (NEB) částicemi NaYF4:Yb
3+/Er3+ v průběhu zahřívání nebyl 
pozorován vzník oc a lineární formy plasmidové DNA. Stejný výsledek byl získán i v připadě 
štěpení DNA pUC19  izolované z  buněk  E. coli JM 109 (pUC 19).  Při štěpení DNA pUC19 
izolované z bakteriální kultury E. coli JM 109 (pUC19)  NaYF4:Yb
3+/Er3+ s vnější 
silikagelovou vrstvou NaYF4:Yb
3+/Er3+ − Si-0,02 a NaYF4:Yb
3+/Er3+ − Si-0,04 byly pouţity 
různé objemy částic v štěpící směsi i pro DNA pUC19 (NEB). U  těchto analýz byl zjištěn 
malý rozdíl. Při štěpení  DNA pUC19 izolované z  buněk  E. coli JM 109 (pUC 19) mnoţství 
oc formy na začátku narůstalo a po 120 min zahřívání zmizelo. U DNA pUC19 (NEB) byl 
pozorován nárůst mnoţství oc formy aţ do konce štěpení. Intenzita fluorescence ccc formy 
v obou případech zůstavála stálá. Tento jev mohl být způsoben koextrakcí komponent 
pouţitých při syntéze silikagelové vrstvy  do směsi pro PCR. 
Na rozdíl od DNA pUC19 izolované z bakteriální kultury E. coli JM 109 (pUC19)  DNA  
pUC19 (NEB) byla naštěpena částicemi M468 − 9.F1 a M468 − 9.F3 jak s původní suspenzí 
tak i částicemi 10× zakoncentrovanými. Mnoţstvi oc formy v štěpicí směsi se zvyšovalo a po 
240 min zahřívání byla pozorována zářivá fluorescence této formy. Při štěpení DNA UC19 
částicemi peroskvitů nebyly pozorovány ţádné změny (mnoţství obou forem se zůstávalo 
stejném v průběhu zahřívání). U DNA pUC19 (NEB) s růstem doby štěpení byl pozorován 
narůst oc formy a vznik lineární formy.  
6.4 Štěpení bakteriální DNA ionty Nd3+ a ověření štěpení metodou PCR 
Gelovou elektroforézou bylo u všech testovaných bakteriálních DNA zjištěno štěpení ionty 
Nd3+. Mnoţství nukleové kyseliny po 240 minut štěpení bylo výrazně sníţeno nebo DNA byla  
degradována na molekuly o niţší molekulové hmotnosti a tudíţ nedetegovatelné na gelu.  
Dále byla degradace bakteriální DNA ověřována pomocí PCR. Lze vyslovit předpoklad, ţe 
testované ionty či částice budou náhodně štěpit DNA v cílových místech pro navázání 
primerů. Proto lze předpokládat, ţe se růstem doby štěpení mnoţství produktů PCR na gelu  
bude klesat.  PCR na doménu Bacteria u pouţitých DNA ukazuje na to, ţe štěpením ionty 
Nd3+ nedošlo k úplné degradaci cílových míst pro pouţité primery. Po amplifikaci 
bakteriálních DNA s primery specifickými pro rod Lactobacillus, druh Lactobacillus 
rhamnosus a rod Bifidobacterium produkty PCR nebyly detegovány (byly detegovány jennom 
v pozitivní kontrole a kontrolách bez částic po 0 min a 240 min zahřívaní).  
Tyto rozdílné výsledky mohly být způsobeny různou citlivostí pouţitých primerů. Dle 
výsledků uvedených v  práci  [72] byly primery pro doménu  Bacteria nejcitlivější. 
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7 ZÁVĚR 
Bylo testováno štěpení plasmidové a bakteriální DNA vybranými ionty lanthanoidů a 
pevnými nanočásticemi, které obsahovaly různé sloučeniny lanthanoidů. Za tímto účelem  
byla provedena izolace plasmidové DNA metodou alkalické lýze a izolace bakteriální DNA 
metodou fenolové extrakce. Plasmidová DNA byla izolována z kmene: E. coli JM 109 (pUC 
19), bakteriální DNA z kmenů B. longum CCM 4990, L. acidophilus CCDM 476 a L. 
rhamnosus CCM 1825.   
Při testování iontů lanthanoidů (Nd3+ a Y3+) byla ověřena jejich schopnost štěpit 
plasmidovou a bakteriální DNA. Bylo potvzeno, ţe ionty yttria (Y3+) štěpí plasmidovou DNA 
jako ionty lanthanoidů. Na gelu po štěpení plasmidové DNA většinou byly detegovány tři 
formy - kovalentně  uzavřená kruţnicová forma (ccc forma), otevřená kruţnicová forma (oc 
forma) a lineární forma. Bakteriální DNA se štěpením degradovala na molekuly o niţší 
hmotnosti. Degradace DNA byla ověřována  pomocí polymerázové řetězové reakce s různými 
primery. Pevné nanočástice se sloučeninami lanthanoidů pokryté různě silnou vrstvou 
silikagelu neštěpily plasmidovou DNA vzhledem k přítomnosti silikogelové vrstvy. To 
znamená, ţe připravené částice jsou vhodné pro různé biologické aplikace, neboť neinteragují 
s DNA. 
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9 SEZNAM POUŢITÝCH ZKRATEK   
bp           Pár bazí  
DNA      Deoxyribonukleová kyselina  
pDNA    Plasmidová DNA 
RNA      Ribonukleová kyselina    
EDTA    Kyselina ethylendiamintetraoctová  
TBE       Pufr tris-borát-EDTA  
PCR       Polymerázová řetězová reakce  
dNTP     Deoxyribonukleosidtrifosfát  
CIZ        Chloroform – isoamylalkohol 
 
